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1.0 ESTRUCTURA Y FUNCION DE HIGADO

1.1 Anatomia

El higado es la glandula con mayor peso, cercano a 1400 gramos en un adulto de talla
promedio, y es el 6rgano mas grande después de la piel. Esta localizado en el
cuadrante superior derecho del abdomen, en el espacio peritoneal, justo en la parte
inferior del diafragma derecho y por debajo de la caja toracica, como se observa en la
figura 1 (Mc Phee, 2001).

Figura 1. Localizacién anatomica del higado (Mc Phee, 2001).

El higado esta constituido por una masa unica, dividida en dos Iébulos, derecho e
izquierdo, por el ligamento falciforme. Visto por su cara inferior se distinguen otros dos
l6bulos de menor tamafio, el I6bulo caudado y el I6bulo cuadrado. Toda su superficie

esta recubierta por el peritoneo visceral y la capsula de Glisson (Tortora,2002).

Recibe aproximadamente 1500 ml de sangre por minuto por dos vias principales: el
flujo venoso que aporta el 75% de la sangre total, proveniente de la vena porta
hepatica, que lleva al higado la sangre venosa proveniente del intestino delgado,

abundante en nutrimentos recién absorbidos, asi como farmacos y venenos; también



desemboca en la vena porta, antes del ingreso de ésta en el higado, el drenaje
venoso pancreatico, abundante en hormonas pancreaticas como insulina, glucagon,
somatostatina y polipéptido pancreatico. La vena porta forma un lecho capilar
especializado el cual permite que los hepatocitos individuales queden bafados

directamente por la sangre de la vena porta.

El 25% restante de sangre, lo aporta el flujo arterial proveniente de la arteria hepatica,
que tiene importancia en la oxigenacion hepatica y en el suministro al sistema biliar.
Ambos vasos convergen en el interior del higado y en las denominadas venas
centrales sale el flujo sanguineo combinado que desemboca en la vena hepatica y

finalmente en la vena cava inferior (Mc Phee, 2001).

El parénquima hepatico, esta organizado en placas de hepatocitos localizadas en una
estructura de células de apoyo denominadas células reticuloendoteliales. Las placas
de hepatocitos tienen el grosor de so6lo una célula, y las placas individuales estan
separadas entre si por espacios vasculares llamados sinusoides, es en estos
sinusoides donde la sangre proveniente de la arteria hepatica, se mezcla con la

sangre proveniente de la vena porta en la via de la vena central (Mc Phee,2001).

La masa de células reticuloendoteliales son de diversos tipos: las endoteliales que
forman las paredes de los sinusoides, los macréfagos especializados llamados células
de Kupffer y las células estrelladas o lipocitos, células almacenadoras de grasa. Las
células reticuloendoteliales, son mucho mas que un soporte para los hepatocitos ya
que realizan funciones especificas como la fagocitosis, la secrecién de citocinas y se

comunican entre si (Tortora,2002).

Bajo el microscopio se observa que las placas de hepatocitos se organizan en claros
arreglos alrededor de las venas centrales para formar hexagonos con las triadas o
espacios porta (estructuras que tienen una vena porta, una arteriola hepatica y
canaliculos biliares) en las esquinas. Esta estructura hepatica se ha descrito
tradicionalmente como lobulillo hepatico. El lobulillo portal, presenta forma triangular y
se halla dentro de un espacio porta y delimitado en cada vértice por tres o0 mas venas

centrales, su eje es el espacio porta como se observa en la figura 2 (Ham,1998).



Desde el punto de vista fisiologico, tiene mas utilidad pensar en la arquitectura
hepatica en la direccidon porta-centro del flujo sanguineo, y es el acino hepatico el que
representa la minima unidad funcional, se compone de la cantidad de parénquima
hepatico que se encuentra entre dos venas centrales e incluye ramificaciones
terminales de la arteria hepatica, la vena porta y el sistema de vias biliares como ejes.
Las células de cada acino forman unidades funcionales concéntricas, las mas
cercanas al eje reciben sangre mas rica en oxigeno y sustancias nutrientes que las

células de las zonas periféricas (Genesser,2002).

A Lobulillo Clasico; B Lobulillo Portal; C Acino Hepatico

Figura 2. Representacion grafica de las tres concepciones de la unidad funcional del
higado (Herrerias, 1996).

Las células hepaticas o hepatocitos tienen forma poliédrica de aproximadamente 30
micrometros de didmetro, su nucleo es central y unico con uno é mas nucleolos, el
citoplasma tiene un aspecto granular y contiene gran cantidad de glucégeno, el nucleo
ostenta una doble membrana con poros que permiten el intercambio con el
citoplasma. EIl reticulo endoplasmico corresponde a los microsomas celulares,
aparece como un sistema de tubulos y vesiculas limitadas por membranas. El resto

del citoplasma contiene granulos de glucdgeno, lipidos y pigmentos. En la figura 3 se



puede observar la estructura general de una célula hepatica (Herrerias, 1996).
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Figura 3. Ultraestructura de una célula hepatica (Junqueira,2002).



Los productos exocrinos de los hepatocitos, los constituyentes de la bilis, son
elaborados y descargados en finas vias intercelulares llamados conductillos biliares, la
secrecion interna que elaboran los hepatocitos son entre otras; glucosa, proteinas
plasmaticas y lipoproteinas que pasan a torrente sanguineo. Por ello se describe al

higado como una glandula endocrina y exécrina (Ham,1998).

2 Fisiologia

El higado interviene en la mayoria de los procesos metabdlicos del organismo, gran
parte de los carbohidratos, los lipidos y proteinas se sintetizan metabolizan e
interconvierten en el higado, y los productos se retiran o liberan del torrente sanguineo

en respuesta a las necesidades de energia y sustratos corporales.

1.2.1Metabolismo de los carbohidratos

En el metabolismo de los carbohidratos, el higado efectua funciones como:
almacenamiento de glucogeno, conversidén de galactosa, gluconeogénesis, asi como
formacion de muchos compuestos quimicos importantes partiendo de los productos
intermedios del metabolismo de la glucosa. El higado es particularmente importante
para mantener la concentracion de glucosa en la sangre. Por ejemplo, el
almacenamiento de glucogeno permite que el higado suprima un exceso de glucosa
en la sangre, la almacene y la devuelva a la circulacidn cuando la concentracion
sanguinea de glucosa empiece a disminuir, ésta es una funcion amortiguadora de la

glucosa en el higado.

La gluconeogénesis en el higado estd destinada a mantener la concentracion
sanguinea de glucosa dentro de lo limites normales, ya que sdlo tiene lugar cuando la
concentracion de la glucosa empieza a disminuir por debajo de valores normales, en
éste caso, grandes cantidades de aminoacidos son convertidos en glucosa, con lo

cual se ayuda a mantener la glucemia (Robbins,2004).



1.2.2 Metabolismo de las proteinas

El higado es un sitio importante para los procesos de desaminacién y transaminacién
oxidativas. Estas reacciones permiten intercambiar a los grupos amino entre las
moléculas con el objeto de generar sustratos para el metabolismo de los carbohidratos
y para la sintesis de aminoacidos. De igual manera, el ciclo de la urea permite la
excrecion de nitrogeno en forma de urea, la cual es menos téxica que los el amoniaco
(Mc Phee, 2001).

1.2.3 Metabolismo de lipidos

El higado es el centro del metabolismo lipidico, fabrica casi el 80% del colesterol
sintetizado en el cuerpo a partir de acetil-CoA en la via que conecta los metabolitos
de los carbohidratos con el correspondiente a los lipidos. Ademas el higado puede
sintetizar, almacenar y exportar triacilglicéridos. También es el sitio de produccion de
cetoacidos, en la via de la oxidacién de los acidos grasos que conecta el catabolismo

lipidico con la actividad del ciclo del acido tricarboxilico.

En el proceso de controlar las concentraciones de colesterol y de triacilglicéridos
corporales, el higado ensambla, secreta y capta varias particulas lipoproteicas.
Algunas de éstas proteinas de muy baja densidad VLDL, sirven para distribuir los
lipidos al tejido adiposo con el objeto de su almacenamiento en forma de grasa o a
otros tejidos con el propodsito de su utilizacion inmediata. Las particulas de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), se regresan al higado gracias a su afinidad por
un receptor especifico, el receptor para LDL, presente en la superficie de diversas
células, entre las cuales se incluyen los hepatocitos. Otras particulas lipoproteicas,
lipoproteinas de alta densidad (HDL), se sintetizan y se secretan a partir del higado.
Estas recolectan a los triacilglicéridos y el colesterol excesivos en otros tejidos y en el

torrente sanguineo para regresarlos al higado, en el cual se excretan. Por tanto, la



secrecion de las HDL y el retiro de las LDL son los mecanismos que permiten retirar
de la circulacién el exceso de colesterol que no se utiliza por los diferentes tejidos (Mc
Phee, 2001).

1.2.4 Sintesis y secrecidn de proteinas plasmaticas

El higado secreta y fabrica muchas de las proteinas presentes en el plasma, entre las
cuales incluyen la albumina, varios factores de la coagulacion, cierta cantidad de
proteinas fijadoras y ademas, ciertas hormonas y precursores hormonales. Las
acciones de éstas proteinas dan al higado funciones importantes en la conservacion
de la presion oncética plasmatica (albumina sérica), en la coagulacion (sintesis y
modificacion de factores de la coagulacion), en la presibn sanguinea
(angiotensinégeno), en el crecimiento (factor 1 insulinoide del crecimiento), y en el
metabolismo (proteinas fijadoras de esteroides y de hormona tiroidea) (Herrerias,
1996).

1.2.5 Funciones de solubilizacion transporte y almacenamiento

El higado tiene una participacion importante en la solubilizacion, transporte vy
almacenamiento de diferentes sustancias que, de otra manera, seria dificil para los
tejidos obtenerlas o movilizarlas hacia dentro o hacia fuera de las células. Estas
funciones las realizan células especificas en el higado mediante la fabricacion de
proteinas especializadas, los cuales sirven como receptores, proteinas fijadoras o

enzimas y son:

1.2.5.1 Circulacion enterohepatica de los acidos biliares

La bilis es una sustancia de tipo tensoactivo sintetizada por el higado que permite la
disolucién en un ambiente acuoso de sustancias de otra manera insolubles, para su
transporte al interior o al exterior del cuerpo. Los acidos biliares son un componente

importante de la bilis. Las sales biliares recirculan en la via denominada circulacion



enterohepatica entre el higado y los intestinos. Una vez que la bilis se sintetiza y
transporta al interior de los canaliculos biliares a partir del citoplasma del hepatocito,
se colecta en las vias biliares y se excreta al duodeno en la via del colédoco. Las
sales biliares conjugadas y no conjugadas se captan en el ileén terminal y se
transportan desde los enterocitos al flujo sanguineo porta. La sangre del sistema porta
regresa dichas sales al higado y en éste, proteinas transportadoras especializadas,
las reingresan al citosol del hepatocito. Las sales biliares son objeto de reconjugacion
0 secrecion, junto con otros componentes como pigmentos y colesterol,
(Genesser,2000).

1.2.5.2 Funcién detoxificadora

El organismo se enfrenta a diario con sustancias ajenas al mismo (xenobidticos), que
llegan desde el exterior con el alimento o como medicamentos y que deben ser
eliminados del organismo. El metabolismo de los medicamentos (biotransformacion)
se realiza mediante dos reacciones consecutivas: el metabolismo en fase 1 que
incorpora a la molécula extrafia grupos activos mediante oxidacion, reduccion o
hidrdlisis, y el metabolismo en fase 2 donde se crean enlaces solubles en agua
mediante acoplamiento (conjugacion) con elementos de la reaccidn hidrosolubles para
dar lugar a una forma hidrofila que se puede eliminar por la via biliar o renal
(Pfreundschuh, 2002).

1.2.5.3 Funciones fagocitarias y endociticas

El higado ayuda a retirar las bacterias y los antigenos que traspasan las defensas del
intestino para ingresar a la sangre porta, depura la circulacion de los desechos
celulares generados de manera endogena. Los receptores especializados en la
superficie de la célula de Kupffer unen a glucoproteinas, o al material recubierto con
inmunoglobulina, o al Complemento y asi, permiten el reconocimiento y retiro de las
proteinas plasmaticas dafadas, de los factores de coagulacion activados, de los

complejos inmunitarios, de las células sanguineas que empiezan a envejecer, etc. (Mc



Phee, 2001).

1.2.5.4 Metabolismo del amoniaco y sintesis de glutation

El amoniaco generado a partir de la desaminacion de los aminoacidos se metaboliza

dentro de los hepatocitos en una sustancia mucho menos toxica, la urea (Mc Phee).

El glutation constituye el principal reactivo reductor intracelular y, por tanto, es esencial

para prevenir la lesion oxidativa de las proteinas celulares. Esta molécula consiste en

un tripéptido el cual también es un sustrato para muchas de las reacciones de

conjugacion de la fase |l detoxificante de los farmacos, el higado también puede

exportar glutation para que se utilice en otros tejidos (Mc Phee,2001). En la tabla 1 se

resumen las funciones mas importantes que lleva a cabo el higado normal.

Tabla 1. Funciones del higado normal

continuacion

Metabolismo de energia
e interconversion de
sustratos

Produccion de glucosa por gluconeogénesis vy
glucogendlisis

Consumo de energia por via de sintesis de glucégeno,
sintesis de acidos grasos, glucdlisis y ciclo del &cido
tricarboxilico

Sintesis de colesterol a partir de acetato, sintesis de
triglicéridos a partir de acidos grasos y secrecion de
ambos en particulas de VHDL

Captacion de colesterol y triglicéridos por endocitosis de
particulas de HDL Y LDL con excrecidon del colesterol en la
bilis, p— oxidacion de acidos grasos y conversion del
exceso en acetil-CoA en cetonas

Desaminacion de aminoacidos y conversion del amoniaco
en urea a través del ciclo de la urea

Transaminacion y sintesis de aminoacidos no esenciales




Funciones de
Sintesis proteica

Sintesis de varias proteinas plasmaticas, entre ellas
albumina, factores de la coagulacion, proteinas fijadoras,
apolipoproteinas, angiotensindgeno y factor de crecimiento
| similar a la insulina.

Funciones de
solubilizacion, transporte
y almacenamiento

Funciones protectoras y
de depuracion

Detoxificacion de farmacos y toxinas a través de
reacciones de biotransformacién de fase | y Il, y excrecion
en la bilis

Solubilizacién de grasas y vitaminas liposolubles por la bilis
para captacién de los enterocitos

Sintesis y secrecion de particulas de lipoproteinas VLDL vy
pre-HDL, y depuracién de HDL, LDL y quilomicrones
remanentes

Sintesis y secrecion de varias proteinas fijadoras, como
transferrina, globulina fijadora de hormonas esteroideas,
globulina fijadora de hormona tiroidea, ceruloplasmina y
metalotioneina

Captacion y almacenamiento de vitaminas A, D, B12 y
folato

Detoxificacion de amoniaco mediante el ciclo de la urea

Detoxificacibn de farmacos a través de oxidasas
microsomales y sistemas de conjugacién
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Sintesis y exportacion de glutation

Depuracion de células y proteinas dafiadas, hormonas,
farmacos y factores de la coagulacién activados a partir de
la circulacion porta

Depuracioén de células y antigenos a partir de la circulacion
porta.

(Mc Phee, 2001).

El higado puede ser afectado por muchas sustancias y multiples factores, situado en
el cruce de caminos entre el aparato digestivo y el resto del organismo, es el
responsable del enorme trabajo que es el mantenimiento de la homeostasia
metabodlica del organismo, que supone al procesamiento de los aminoacidos,
carbohidratos, lipidos y vitaminas de la dieta, la sintesis de proteinas séricas y la
desintoxicacidon metabdlica y excrecion hacia la bilis de los productos de desecho
endogenos y las sustancias extrafias. Por tanto, las consecuencias de las
hepatopatias tienen un gran alcance, debido a la dependencia critica de otros érganos

de la funciéon metabdlica del higado.

Las agresiones de tipo metabdlico, téxico, microbiano y circulatorio son capaces de
provocar una lesion hepatica. En algunos casos, el proceso patologico es primario en
el higado, en otros, la afectacion hepatica es secundaria, a menudo asociada a alguno
de los trastornos mas frecuentes del ser humano, como la descompensacion cardiaca,
o las infecciones extrahepaticas. La reserva funcional del érgano enmascara en cierta
medida la repercusion clinica de las lesiones hepaticas iniciales. De cualquier manera
cuando una enfermedad difusa progresa o se produce una interrupcion estratégica
de la circulacién o del flujo biliar, las consecuencias de la alteracion funcional hepatica

pueden llegar a poner en peligro la vida del paciente (Robbins,2004).
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OBJETIVO

Realizar una investigacion bibliografica, seleccionando informacion de
libros, revistas y algunos sitios electronicos, para integrarla y actualizar
los aspectos mas importantes de la hepatitis C, que sea accesible al

publico en general y sirva como medida preventiva.
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2.0 HEPATITIS

Si bien muchos agentes patdégenos y diversos procesos pueden afectar el higado,
ambos por lo general se presentan en un paciente con sintomatologia limitada, lo cual

puede valorarse mediante el analisis de algunos parametros importantes.

La enfermedad hepatica puede presentarse aguda o crénica, leve o intensa, y

reversible o irreversible. La mayoria de los casos de enfermedad hepatica aguda son

tan leves que nunca reciben atencién médica (Mc Phee, 2001).

Todo proceso inflamatorio del higado es una hepatitis, la lesion de los hepatocitos
asociada a la llegada de células inflamatorias agudas o cronicas al higado recibe el
nombre de hepatitis, el término se utiliza para designar un dafo difuso que afecta a
todo el 6rgano y que se acompafa de reaccion inflamatoria intersticial y signos de

regeneracion (Robbins, 2004).

2.1 Hepatitis toxica

El higado es la principal defensa del organismo frente a sustancias toxicas, es el
organo diana de numerosos toxicos. La via mas comun de exposicion es la oral, las
sustancias que se introducen en el cuerpo por via del tracto gastrointestinal tienden a
pasar por la via hepatica y llegan al higado en cantidades y concentraciones

apreciables (Herrerias, 1996).

La hepatitis puede ser causada por muchos farmacos y agentes toxicos, asi como por
multiples virus y las manifestaciones pueden ser diferentes. Las toxinas hepaticas o
hepatotoxinas constituyen un grupo heterogéneo de sustancias quimicas, naturales 6
sintéticas, que producen una variedad de lesiones en el higado, denominadas

hepatitis toxicas (Tierney, 2003).
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El higado tiene una alta capacidad de unién no especifica a los agentes quimicos en
virtud de su tamafo y alta concentracion celular de proteinas, ademas contiene
concentraciones elevadas de enzimas metabolizadoras de drogas, que con frecuencia
causan la formacién de metabolitos toxicos, por lo que el higado es especialmente
vulnerable a la toxicidad inducida metabolicamente, ésta se asocia generalmente a

agentes liposolubles (Herrerias,1996).

Los xenobidticos que pueden producir una lesion hepatica dependiente de la dosis en
humanos y animales de experimentacion son considerados como hepatotoxinas
verdaderas (predecibles) directas o indirectas, mientras que los que producen lesion
hepatica, en individuos no susceptibles, no dependiente de la dosis, son llamados

hepatotoxinas idiosincrasicas (no predecibles) (Herrerias,1996).

Las hepatotoxinas indirectas actuan interfiriendo la funcion del hepatocito,
interrumpiendo rutas o procesos metabdlicos especificos, esto tiene como
consecuencia la alteracidon secundaria de la estructura o la invalidacion de una
funcion. La lesion estructural es secundaria a la lesion metabdlica, mientras que la
producida por hepatotoxinas directas es primaria y conlleva a una alteracion
metabdlica. El dano hepatico producido por hepatotoxinas indirectas puede ser
principalmente citotdéxico y expresado como esteatosis o necrosis, 6 colestasico y

caracterizado por estancamiento del flujo biliar (Herrerias,1996).

Las hepatotoxinas citotdéxicas indirectas incluyen compuestos como aflatoxinas,
ocratoxinas, cicasina, alcaloides de pirrolizidina, Amanita phalloides, acido tanico,
hipoglicina A, safrol, etionina, tertraciclina, entre otras. Las hepatotoxinas indirectas
colestasicas producen ictericia o fallo en la funcién hepatica por interferencia con
mecanismos de excrecion de sustancias en los canaliculos biliares o por inhibiciéon de
la entrada hepatocelular desde la sangre de sustancias destinadas a la excrecion
biliar. Algunas hepatotoxinas citotoxicas indirectas producen carcinoma hepatico, por
lesion celular debida a cambios selectivos en el control de macromoléculas,

generalmente alquilacion o arilacion del DNA (Herrerias,1996).
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La siguiente tabla enlistan los farmacos y las sustancias comunes causantes de los

cambios morfologicamente distinguibles en el higado.

Tabla 2. Principales alteraciones de la morfologia hepatica producida por algunos

farmacos.

Cambio morfolégico

principal

Tipo de agente

Ejemplo

Colestasis

Esteroide anabdlico
Antitiroideo
Antibidtico

Anticonceptivo oral

Hipoglucemiante oral
Tranquilizante

Metiltestosterona
Metimazol

Esteolato de eritromicina
Nitrofurantoina
Noretinodrel
mestranol
Cloropropamida
Cloropromacina

con

Oncoterapeutico Esteroides anabdlicos
Busulfano
Tamoxifeno
Inmunosupresores Ciclosporina
Anticonvulsionante Carbamacepina
Bloqueador de canal de | Nifedipina
calcio Verapamilo
Higado graso Antibidtico Tetraciclina
Anticonvulsionante Valproato sédico
Antiarritmico Amiodarona
Oncoterapeutico Asparaginasa
Metotrexato

continuaciéon
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Hepatitis Anestésico Halotano
Anticonvulsionante Fenitoina
Carbamacepina
Antihipertensor Metildopa
Captoprilo
Enalaprilo
Antibiéticos Isoniacida
Rifampicina
Nitrofurantoina
Diurético Clorotiacida
Laxante Oxifenisatina
Antidepresor Amitriptilina
Impramina
Antiinflamatorio Ibuprofeno
Antifungico Ketoconazol
Fluconazol
Antiviral Zidovudina
Dideoxinosina
Bloqueadores de los canales de |Nifedipino
calcio Verapamilo
Diltiazem
Mixto hepatitis y | Inmunosupresores Azatioprina
. Hipolipemiante Acido nicotinico
colestasis .
Lovastatina
Necrosis Hidrocarburo Tetracloruro de
carbono
Metal Fosforo amairillo
Hongo Amanita phalloides
Analgésico Acetaminofeno
Solvente Dimetilformamida
Granulomas Antiinflamatorio Fenilbutazona

Antibidtico

Inhibidor de la xantina oxidasa
Antiarritmico
Anticonvulsionante

Sulfonamidas
Alopurinol
Quinidina
Carbamacepina

(Mc Phee, 2001).
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2 HEPATITIS VIRAL

La infeccidon aguda se debe con mayor frecuencia, a la infeccion con uno 6 varios tipos
de virus. Si bien estos agentes pueden identificarse con base a las propiedades
antigénicas mediante pruebas de laboratorio, todos producen padecimientos
clinicamente similares. Estos virus son: virus de la hepatitis A (VHA), virus de la
hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC), virus de la hepatitis D (VHD), virus de
la hepatitis E (VHE) y recientemente el virus de la hepatitis G. Otros agentes virales
capaces de producir hepatitis aguda, aunque en menor frecuencia, incluyen el virus de
Epstein-Barr, causante de la mononucleosis infecciosa, el citomegalovirus (CMV), el
virus de herpes simple (VHS), el virus de la rubéola y el virus de la fiebre amarilla
(Tierney, 2003).

En la hepatitis aguda la intensidad de padecimientos varia desde la asintomatica y
clinicamente no manifiesta, hasta la fulminante y mortal. Algunos pacientes, tienen
una gran variedad de signos y sintomas, entre los cuales incluyen anorexia, fatiga,
pérdida de peso, nauseas y vomito, dolor en el cuadrante superior derecho del

abdomen, ictericia, fiebre, esplenomegalia y ascitis.

En la figura 4 se observan los sindromes clinicos relacionados con hepatitis son:
hepatitis aguda, la cual a veces se acompafia de colestasias intrahepaticas; hepatitis
fulminante, se vincula con necrosis masiva y se acompafa de una alta tasa de
mortalidad. La hepatitis viral cronica puede ser persistente o activa, la hepatitis cronica
activa por lo general progresa a cirrosis hepatica, mientras que la hepatitis cronica

persistente no lo hace (Mc Phee, 2001).
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Causa de lesion

hepatica
Infeccion
Hepatitis Hepatitis Hepatitis
subclinica aguda colestasica
Hepatitis Hepatitis Hepatitis
cronica fulminante cronica
persistente (necrosis activa
(estado de masiva) (necrosis
portador) continua)
Cirrosis Carcinoma
hepatocelu
lar
Recuperacion
(con higado Muerte
regenerado
de aspecto
normal)

Figura 4. Sindromes clinicos relacionados con hepatitis (Mc Phee, 2001).
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2.2.1 HEPATITIS A

La hepatitis A es una enfermedad benigna y autolimitada con un periodo de
incubacién de 2 a 6 semanas. El VHA no produce hepatitis cronica ni estado de
portador y s6lo en casos raros causa hepatitis fulminante. La tasa de mortalidad es
baja, solo del 1%. Se encuentra en todo el mundo y es endémico en los paises con
condiciones de higiene y salubridad precarias, donde la mayoria de la poblacién nativa
tiene anticuerpos anti-VHA detectables antes de cumplir los 10 afios de edad. La
enfermedad clinica tiende a ser leve o asintomatica y es rara después de la infancia
(Herrerias, 1996).

El VHA se propaga mediante la ingestién de agua o alimentos contaminados y se
desprende con las heces durante 2 a 3 semanas antes y 1 semana después de la
aparicion de la ictericia. No se excreta en cantidades significativas por la saliva, la
orina, ni el semen. Casi todos los casos se deben a contactos con personas
infectadas durante el periodo de excrecion fecal, por la via fecal-oral. En los paises en
vias de desarrollo donde las personas viven en condiciones de hacinamiento y los
servicios de higiene publica son deficientes, pueden aparecer epidemias por
contaminacién del agua; en los paises desarrollados, las infecciones esporadicas
pueden contraerse consumiendo moluscos crudos o hechos al vapor (ostras,
mejillones, almejas), ya que concentran al virus a partir del agua marina contaminada
por el alcantarillado. Como la viremia del VHA es transitoria, la transmision

hematdégena es rara (Abdo,2003).

El VHA es un picornavirus pequefio, sin envoltura y con RNA monocatenario, (ver
figura 5). La lesion hepatica puede deberse a una agresion de tipo inmunitario de los
hepatocitos infectados. Cuando comienzan los sintomas, en la sangre aparecen
anticuerpos especificos de tipo IgM, que constituyen un marcador de infeccién aguda.
El paso del virus a las heces acaba cuando los titulos de IgM se elevan. La respuesta
de IgM suele iniciar su declive después de algunos meses y va seguido de la aparicion

de una IgG anti-VHA que persiste durante toda la vida, proporcionando proteccion
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inmunitaria frente a la reinfeccion por cualquier cepa del VHA (Robbins, 2004).

Figura 5. Estructura del virus de la Hepatitis A (Herrerias, 1996).

2.2.2 HEPATITIS B

El virus de la hepatitis B puede provocar: 1) una hepatitis aguda con recuperacion y
eliminacion del virus, 2) una hepatitis cronica no progresiva, 3) una hepatitis cronica
progresiva que acaba en cirrosis, 4) una hepatitis fulminante con necrosis hepatica
masiva y 5) un estado de portador asintomatico, con o sin enfermedad subclinica
progresiva. Ademas, el VHB interviene en forma importante en el desarrollo de

carcinoma hepatocelular (Herrerias,1996).

Se calcula que la cifra de portadores de VHB en el mundo asciende a 350 millones. A
diferencia del VHA, el VHB permanece en sangre durante los ultimos estadios de un
largo periodo de incubacion (4 a 26 semanas) y durante los episodios activos de
hepatitis aguda y cronica. Es un virus resistente y puede soportar grados extremos de
temperatura y humedad. Los vehiculos mas importantes para la transmisién son la
sangre y los liquidos organicos, semen, saliva, sudor, lagrimas y leche materna. En las

regiones muy endémicas, el principal mecanismo de transmision es la vertical, de
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madre a hijo durante el parto. En las areas poco endémicas, el mecanismo de
infeccion es la transmision horizontal, a través de transfusiones, hemoderivados,
didlisis, pinchazos accidentales con agujas infectadas, consumo de drogas
intravenosas y la via sexual (homo y heterosexual). En la tercera parte de los

pacientes no se logra identificar el foco de infeccion (Abdo,2003).

El VHB es un miembro de la familia Hepadnaviridae, un grupo de virus que contiene
DNA y que provoca hepatitis en multiples especies animales. En la figura 6 se observa
que el genoma del VHB es una molécula de DNA circular, parcialmente bicatenario,
con 3200 nucleétidos y que codifica a las siguientes proteinas: una proteina central de
la nucleocapside (HBcAg, antigeno central de la hepatitis B) y un polipéptido mas
largo que se transcribe con una regidon prenuclear y otra nuclear a la que se le
denomina HBeAg (antigeno “e” de la hepatitis B). EIl HBcAg queda retenido en el
hepatocito infectado, mientras que el HBeAg se secreta a la sangre proporcionando

inmunidad.

Una envoltura glucoproteica (HBsAg, antigeno de superficie de la hepatitis B), que
también posee capacidad inmundgena cuando se encuentra en la sangre, una DNA
polimerasa y una proteina de la regién X (proteina X del VHB), que actua como un
transactivador de la transcripcion promiscuo para los genes del huésped y que puede
desempenfiar un papel en el desarrollo de carcinoma hepatocelular, una vez integrado

en el genoma del huésped (Robbins,2004).
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Figura 6. Estructura del virus de la hepatitis B (Herrerias, 1996).

2.2.3 HEPATITIS C

Se cree que en todo el mundo hay alrededor de 175 millones de portadores, una
prevalencia del 3%. El numero de infecciones anuales por VHC descendié desde
180,000 a mediados de los afos ochenta a unos 28,000 a mediados de los noventa.
Esto se debid a la notable reduccion de las hepatitis C asociadas a transfusiones,
como resultado de las técnicas de cribado y al descenso de las infecciones en los
consumidores de drogas por via intravenosa, motivadas por el miedo a adquirir el virus

de inmunodeficiencia humana. Sin embargo la mortalidad por el VHC seguira
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elevandose, debido al prolongado intervalo que transcurre entre la infeccién aguda y la

insuficiencia hepatica.

Las vias de transmisidn principales son las inoculaciones y las transfusiones
sanguineas. La transmision a través de hemoderivados actualmente es rara y solo
representa alrededor del 4% de infecciones agudas por este virus. Las tasas de
transmision sexual y vertical son bajas y la hepatitis esporadica de origen desconocido
representa el 40% de los casos. Este tipo de hepatitis es la de mayor velocidad de
progresion a enfermedad crénica y a cirrosis final, calculandose que llegan al 20% En
consecuencia el VHC constituye la primera causa de hepatopatia cronica en el mundo
occidental (Tierney,2003).

Se han descrito multiples tipos y subtipos del virus, incluso en una misma persona.
Esta variabilidad dificulta en gran medida los esfuerzos para desarrollar una vacuna,
porque los elevados titulos de IgG anti-VHC producidos tras la infeccion no
proporcionan inmunidad eficaz frente a una infeccién posterior por el virus, ya sea en
forma de una reactivacién de una cepa enddégena o de una infeccidén por una cepa

distinta.

El periodo de incubacion oscila entre 2 y 26 semanas, con una media de 6 a 12
semanas. EI VHC contiene RNA y puede detectarse en sangre durante 1 a 3
semanas, coincidiendo con el asenso de transaminasas séricas. La evolucion clinica
de la hepatitis aguda por el virus C tiende a ser mas leve que la del VHB vy es
asintomatica en el 75% de los infectados. Aunque los anticuerpos neutralizantes del
VHC aparecen tras un intervalo de semanas a pocos meses, el RNA del virus persiste
en circulacion de un elevado numero de pacientes. Por tanto una caracteristica clinica
tipica de la infeccién por el VHC es el ascenso episodico de las transaminasas
séricas, incluso en ausencia de sintomas clinicos, lo que probablemente se debe a
brotes repetidos de necrosis hepatocelular. EI 20% de los pacientes con infeccion
persistente evolucionan a cirrosis, que puede existir en el momento del diagndstico 6
desarrollarse en un periodo de 5 a 20 anos. También es posible que los pacientes
mantengan una infeccién crénica por el VHC documentada durante decenios, sin

progresion a la cirrosis. La hepatitis fulminante es rara. En la figura 7 se puede
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observar un modelo de representacion de los flavivirus, familia a la que pertenece el

virus de la hepatitis C, indicando sus proteinas estructurales (Robbins,2004).

Virién intracelular Viridn extracelular

0 B
B :;M
ptM N
o —(ptM)

é-?

Nucleocapside

Figura 7. Estructura representativa de los flavivirus (Chambers,1990).

2.2.4 HEPATITIS D

Denominado también virus delta de la hepatitis, el VHD es un virus de RNA con una
multiplicacion defectuosa, de modo que solo provoca infeccion cuando esta
encapsulado por el HBsAg. Por tanto, el VHD depende totalmente de la coinfeccién
por el VHB para su multiplicacidon. La hepatitis delta aparece soélo en dos
circunstancias: 1) coinfeccion aguda tras la exposicion a un suero que contenga tanto
a VHD como VHB y 2) sobreinfeccion de un portador cronico del VHB que recibe un
nuevo indculo de VHD. Casi todos los pacientes con coinfeccion pueden eliminar el
virus y restablecerse por completo. En los pacientes con sobreinfeccidén, ocurre una
aceleracion de la hepatitis, en especial hacia una hepatitis crénica mas grave, que se

manifiesta de 4 a 7 semanas mas tarde (Mc Phee,2001).
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La infeccion por el VHD se encuentra en todo el mundo, con tasas de prevalencia que
oscilan entre el 8% de los portadores de HBsAg del sur de ltalia y el 40% en Africay
en Oriente Medio. El VHD es una particula con doble envoltura que, en el estudio con
microscopia electronica se parece al VHB. La capa antigénica externa de HBsAg
rodea a un antigeno delta interno (Ag del VHD); asociada a éste se encuentra una
molécula circular pequefia de un RNA monocatenario. EIl RNA y el Ag del VHD pueden
detectarse en la sangre y el higado inmediatamente antes de que surjan las primeras
manifestaciones de la enfermedad sintomatica aguda y durante los primeros dias de

ésta.

El indicador mas confiable de exposicidn reciente es la IgM anti-VHD, aunque su
aparicion es transitoria. Cuando la hepatitis delta cronica se debe a una sobreinfeccion
por el VHD, se detecta HBsAg en el suero y los anticuerpos anti-VHD (IgM e IgG)

persisten durante meses 0 incluso afios (Robbins,2004).

2.2.5 HEPATITIS E

El VHE se transmite por via intestinal, transportado por el agua y produce una
infeccion fundamentalmente después de la lactancia. Es endémico en India, donde las
tasas de prevalencia de anticuerpos IgG anti-VHE se acercan al 40%. Se han descrito
epidemias en Asia, Africa y México. Las infecciones esporadicas son raras y afectan
sobre todo a viajeros; sin embargo, son mas del 50% de los casos de hepatitis virica
aguda esporadica en India. En la mayoria de los afectados, la enfermedad es
autolimitada y el VHE no se asocia a hepatopatia cronica ni a viremia persistente. Una
caracteristica tipica de la infeccion por el VHE es la elevada mortalidad de las
mujeres embarazadas infectadas que se aproxima al 20%. El periodo medio tras la

exposicion es de 6 semanas (Tierney,2003).

El VHE es un virus de RNA monocatenario y sin envoltura que se ha caracterizado
como un calicivirus. Durante la infeccidn activa es posible identificar un antigeno

especifico (Ag del VHE) en el citoplasma de los hepatocitos. El virus puede
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detectarse con microscopia inmunoelectronica en las heces y es posible determinar

los anticuerpos anti-VHE y el RNA del virus en el suero (Gamboa,2000).

2.2.6 HEPATITIS G

Hace algunos afos se produjeron un conjunto de epidemias designadas como
hepatitis F, en las que no pudo identificarse ningun virus. El tren alfabético se
desplazd hacia delante y en 1995 se clond el virus de la hepatitis G, un flavivirus con
caracteristicas comunes al VHC. Se transmite por la sangre y hemoderivados
contaminados y posiblemente, también por transmision sexual. En hasta el 75% de las
infecciones, el VHG acaba siendo eliminado del plasma, mientras que las restantes se
hacen cronicas. Lo mas probable es que la multiplicacion del VHG tenga lugar en las
células mononucleares, por tanto, el nombre que se da a este virus es incorrecto,
puesto que no es hepatotropo y no origina elevaciones en las transaminasas séricas.
Existen varios indicios de que el VHG no produce efectos anatomopatolégicos y no
parece ser necesario hacer un cribado de RNA del VHG en la sangre. Parece que la
infeccion por el VHG ejerce efectos protectores en los pacientes con coinfeccion por el
VIH. Algunos estudios indican que el VHG inhibe la multiplicacion del VIH en cultivos

de células mononucleares de la sangre periférica (Tierney,2003).

2.3 CARACTERISTICAS DE LA HEPATITIS C

2.3.1 Patogenia y respuesta inmune

Todavia no se conoce con certeza el mecanismo de produccion de la lesién hepatica
en la infeccion por VHC, aunque podria ser consecuencia de un efecto citopatico

directo, como de mecanismos mediados por el sistema inmune.

El cuadro histolégico hepatico se caracteriza por una hepatitis cronica activa leve,

acompafiada por lesiones del conducto biliar, esteatosis, nédulos o foliculos linfoides
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intraportales y alteracion eosinofilica del citoplasma del hepatocito, la infiltraciéon

linfatica es mas leve en la hepatitis C que en la hepatitis B (Méndez,2003).

Los mecanismos inmunes juegan un papel primordial en la hepatitis C. La infeccidn
por VHC estimula tanto la respuesta celular como la humoral. La respuesta inmunitaria
celular basada en la cooperacion de los linfocitos auxiliares CD4+ vy los linfocitos T
citotoxicos CD8+ es importante en la eliminacion de la infeccidon virica, mientras que
la respuesta inmunitaria humoral es generalmente mas importante en la prevencion de

una infeccion secundaria (Méndez,2003).

Los linfocitos T citotoxicos reconocen los antigenos virales expresados en las células
infectadas y producen la lisis de éstas células impidiendo la maduracion de los
viriones. Ademas, de producir citocinas que inhiben directamente la replicacion viral.
Los linfocitos CD4+ actuan regulando la respuesta inmunitaria celular a través de la
subpoblacién Th1 CD4+ que producen linfocinas que activan los linfocitos T
citotoxicos e intervienen en la respuesta humoral a través de las células Th2 CD4+
(Feldman,2000).

Existen evidencias que la region HVR1 (region hipervariable viral 1) de E2 constituye
uno de los elementos clave en la respuesta inmunitaria frente a la infeccion por VHC.
Los pacientes con una respuesta inmunitaria normal presentan una heterogeneidad
moderada de los aislados viricos en relacién con la region HVR1. Sin embargo los
aislados de Ilos pacientes con agammaglobulinemia presentan una escasa
heterogeneidad en esta region. Por el contrario, los aislados de pacientes tratados con
interferén, y por tanto en los que se ha producido una estimulacion del sistema
inmune, presentan un grado de heterogeneidad en HVR1 mas alto que los de los otros
dos grupos. Ademas en la infeccion crénica por VHC, la diversidad gendmica,

especialmente en la regidn hipervariable HVR1, aumenta con el tiempo (Alonso,1998).

Esta region HVR1 interviene en los fendmenos de adherencia del virus ya que la
presencia de anticuerpos especificos frente a esta region bloquea la unién del virus a
la superficie de la célula diana. Esta variabilidad del genoma virico con el tiempo, da

lugar a una seleccion del sistema inmunoldgico de variantes que escapan a los

27



sistemas defensivos inmuno-dependientes. De ahi la gran heterogeneidad de HVR1
de los aislados viricos de los pacientes cronicos y de la ausencia de inmunidad
protectora frente a la reinfeccion. Clinicamente los cambios de la region hipervariable
pueden ser silentes o0 estar asociados con distintos episodios de hepatitis
(Alonso,1998).

Los intentos de vacunacion realizados en chimpancés con las proteinas
recombinantes E1 y E2 expresadas en células eucariotas han fracasado. Los
chimpancés vacunados con estas proteinas se reinfectaron cuando fueron inoculados
con aislados del VHC del mismo genotipo y subtipos o con aislados muy préximos
genéticamente a aquellos de donde procedian las secuencias gendmicas de los
antigenos vacunales. Diferentes estudios sugieren que la variabilidad de la region
HVR1 es finita ya que la gammaglobulina obtenida a partir de lotes amplios de
unidades de plasma VHC positivo presenta un efecto neutralizante del HCV
(Liang,2000).

En cuanto a la respuesta inmunoldégica de tipo celular en la infeccién por VHC, se han
detectado linfocitos T citotoxicos especificos para el VHC en el higado de pacientes y
chimpanceés infectados que reconocen tanto a las proteinas de la capside como a las
de envoltura (Liang,2000).

Existen varios estudios realizados sobre pacientes con hipogammaglobulinemias que
han recibido tratamiento con gammaglobulina infectada por VHC. En éstos la tasa de
infeccidon por VHC es similar a la de aquellos que se han infectado con VHC a través
de transfusiones, aunque la evolucién ha sido mas grave en las personas con
hipogammaglobulinemia que en inmunocompetentes normales. En pacientes con
hipogammaglobulinemia, el 82% se volvieron RNA-VHC positivo en los 4 meses
siguientes de la infeccion, aunque muy pocos (13%) desarrollaron anti-VHC, de éstos
el 75% evolucionaron hacia la hepatitis crénica y el 25% hacia la cirrosis
(Feldman,2000).

Los pacientes que presentan una inmunodeficiencia celular grave, como es el caso de

los infectados con virus de inmunodeficiencia humana (VIH), la sobreinfeccion o
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coinfeccion de VHC produce una mortalidad por afectacion hepatica mas alta que la
que tiene lugar entre los enfermos con inmunodeficiencia humoral. El fallo hepatico en
los pacientes con coinfeccion VIH/VHC (virus de inmunodeficiencia humana y hepatitis
C) tiene lugar en menos tiempo (entre 3 y 10 afos) que entre los infectados con
hipogammaglobulinemia (superior a los 20 afos). Algunos estudios muestran que el
deterioro hepatico esta directamente relacionado con el dafio de la respuesta
inmunitaria celular y esta relacionado con una disminucion de células CD4+. En los
afectados con inmunodeficiencias de tipo celular, la hepatitis C progresa mas
rapidamente hacia la hepatitis cronica que en pacientes inmunocompetentes y con

hipogammaglobulinemia (Ceredo,2000).

Se ha observado que el tratamiento con corticoides disminuye los niveles de
transaminasas hepaticas, aunque aumentan la carga viral en suero, en algunos se

exacerba la enfermedad hepéatica cuando cesa la inmunosupresién (Ceredo,2000).

Por otra parte, en pacientes infectados simultaneamente por VHC y el VIH o con
inmunodeficiencias de tipo humoral la enfermedad hepatica puede ser agresiva, lo
cual indica que las inmunoglobulinas y los linfocitos T CD4+ no son los Unicos frenos
que actuan en la progresion de la enfermedad y que existen otros factores que

también intervienen en la defensa antivirica (Feldman,2000).

Aunque se monta una respuesta inmune especifica en la infeccion por el VHC, ésta no
es suficiente para suprimir la infeccion en muchos pacientes, y no produce proteccion
frente a nuevas reinfecciones. En esta ausencia de proteccion interviene la
variabilidad gendmica, la cual contribuye al fracaso de la respuesta y desarrolla una
inmunidad protectora. De esta forma se explica la tendencia a la persistencia de la
infeccion que ocurre en la mayoria de los pacientes infectados. La infeccion se
acompafia solo de una discreta alteracion de la funcion del higado, en contraste con la
infeccion primaria, sugiriendo que la inmunidad tienen algun papel protector
(Feldman,2000).

2.3.2 Cuadros clinicos

El espectro de la enfermedad hepatica en pacientes con infeccion por VHC abarca
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una amplia gama, desde individuos asintomaticos con pruebas normales de funcién
hepatica, pasando por la hepatitis aguda y la cronica hasta el carcinoma hepatocelular

y el fallo hepatico que requieren transplante de higado (Alonso,1998).

2.3.2.1 Hepatitis C aguda

La hepatitis C aguda se presenta en la mayoria de los casos como una infeccién
subclinica. Sélo un 20-30% de los pacientes tienen sintomas y de ellos sélo la mitad
manifiesta ictericia. El periodo de incubacion medio que precede a la aparicion de los
sintomas es de 7 semanas. Transcurrido este periodo de tiempo, comienzan a
aumentar las ALT (alanin amino transferasas) y aparecen los sintomas. Estos son
indistinguibles de otras hepatitis virales, pudiéndose encontrar, ademas de la ictericia,
manifestaciones gastrointestinales inespecificas (anorexia, nauseas, dolor abdominal
y fatiga). Cuando aparece la ictericia, ésta puede durar de 2 a 12 semanas y su

gravedad es variable (Alonso,1998).

Practicamente todos los pacientes tienen elevacién de ALT vy el pico aumenta hasta 10
veces en el 80% de los pacientes. Se han descrito distintos patrones de alteracion de
los niveles de ALT como niveles fluctuantes con periodos de anormalidad intercalados
con otros normales y persisten alterados en forma de meseta, elevaciones rapidas en
forma de un pico para luego descender rapidamente hasta valores normales, pero su

significado es desconocido.

Cuando se utilizan técnicas de inmunoensayo enzimatico de segunda generacion, el
intervalo medio entre el aumento de los niveles de ALT y la seroconversion es de dos
semanas. Los marcadores viricos de la infeccion (RNA virico) son detectables dentro
de las primeras dos semanas después de la exposicion y los niveles viricos aumentan
en las semanas siguientes de 106 a 108 genomas/ml. En los casos de infeccidon
aguda y enfermedad autolimitada, el RNA se vuelve indetectable a las pocas semanas

y los sintomas y la ALT se normalizan (Ceredo,2000).

La hepatitis fulminante y el fallo hepatico subagudo son excepcionales en la infeccién

30



primaria aguda por VHC. En la infeccién aguda en los transplantados de higado puede
asociarse con fallo hepatico subagudo. También la infeccion con VHC en pacientes

con cirrosis puede precipitar el fallo hepatico (Ceredo,2000).

2.3.2.2 Hepatitis C cronica

El porcentaje de progresién a la cronificacion establecido inicialmente en un 50%
parece ahora una subestimacion. En la mayoria de los casos (hasta 85%) los
sintomas desaparecen pero los niveles de ALT permanecen elevados y el RNA
persiste. Los pacientes con hepatitis C cronica tienen escasa sintomatologia, en el
caso que presenten alguno, el sintoma mas frecuente es la fatiga, que es descrita
como malestar, letargia, falta de resistencia o falta de energia. Otros sintomas menos
frecuentes son nauseas, anorexia, dolor hepatico, pérdida de peso, debilidad, dolor
muscular, artralgias, los cuales aumentan su frecuencia en el caso de enfermedad
grave o avanzada. Toda esta sintomatologia raramente es incapacitante, pero
ocasiona una disminucién en la calidad de vida. La mayoria de los pacientes tienen
elevadas las ALT, si bien estas fluctuan entre 1.5 y 10 veces el limite superior normal.
También es frecuente que las ALT sean normales, otros sélo esporadicamente

muestran niveles elevados de ALT (Sherlock,1990).

Se ha comunicado la persistencia de la viremia a pesar de la recuperacion bioquimica
o de la desaparicion de los anticuerpos anti-VHC. Estos hechos son los que han
hecho pensar de forma equivocada que existian portadores sanos de VHC. Sin
embargo, las biopsias hepaticas de pacientes infectados que tienen las ALT normales
han mostrado evidencias histologicas de hepatitis cronica, aunque el dafio hepatico es
generalmente leve. La fibrosis grave y la cirrosis son muy graves entre los pacientes
con hepatitis cronica que tengan las ALT normales. La mayoria de los pacientes
presentan una hepatitis cronica persistente o una hepatitis de cambios minimos, y

solamente en un 13% la histologia muestra un patrén normal (Sherlock.1990).

La evolucion de la infeccion persistente no es uniforme, algunos pacientes presentan

evidencia de enfermedad activa con lesion hepatica, mientras que otros normalizan
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sus niveles de ALT y tienen cambios histologicos leves y no progresivos con un bajo
nivel de replicacion viral. Un 10% de los pacientes con hepatitis crénica muestran una
mejoria clinica e histolégica. En un 50% de los casos la enfermedad parece
relativamente benigna y no progresiva, mientras que el resto de la enfermedad

progresa insidiosamente con el tiempo (Gamboa,2000).

Variados factores influyen de forma decisiva en la evolucion clinica de la hepatitis C
cronica, la cual puede variar entre el desencadenamiento de un fallo hepatico
fulminante, cirrosis y carcinoma hepatocelular, o por el contrario, progresar de forma
lenta e insidiosa con sintomas minimos. Se ha observado que en pacientes no
inmunizados frente al VHA el 41.1% de los pacientes con hepatitis C cronica

sobreinfectados con el VHA han sufrido una hepatitis fulminante.

La progresion desde hepatitis cronica persistente (HCP) a hepatitis activa crdnica
(HAC) y desde ésta a cirrosis esta bien documentada. Entre el 20 y el 25% de los
casos de pacientes con hepatitis cronica seguidos a lo largo de 5-10 afos desarrollan
cirrosis. Los tres factores mas relacionados con la progresion a cirrosis son el grado
de dano hepatico en la biopsia inicial, la edad, la exposicion y la duracion de la
infeccion. Se encuentra una relacion clara entre la lesion histologica inicial, la edad de
la exposicion vy la probabilidad de progresion a cirrosis. Tras una media de 8 afios de
seguimiento progresan a cirrosis el 7% de los pacientes con HCP, el 33% de los que
tenian hepatitis crénica activa moderada y el 47% de aquellos con hepatitis cronica

activa severa (Arroyo,2001).

Otros factores que parecen influir en la progresion de la hepatitis C cronica son la
infeccion concomitante con el VHB, la ingesta excesiva de alcohol, el estado inmune
del hospedero y el mecanismo de transmision. Algunos hallazgos sugieren que el VHC
puede suprimir la replicacion de VHB, aunque hay evidencias que la coinfeccion por

ambos virus se correlaciona con un mayor dafio hepatico (Arroyo,1999).

La naturaleza cuasispecie del VHC y la variabilidad gendémica de la region E2 del
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virus, y por tanto la variabilidad antigénica de la envoltura, permiten al VHC evadir el
reconocimiento por el sistema inmune y en concreto, permiten al virus escapar de la
neutralizacion por los anticuerpos. Por otra parte parece que la inmunidad celular
juega un papel muy importante en el 15% de las hepatitis C agudas que se resuelven.
La coinfeccion con el VIH parece acompanarse de un dafio hepatico mas severo y de
una progresién mas rapida a la cirrosis. Ademas la hepatitis C es mas severa en
receptores de 6rganos de pacientes infectados por el VHC, especialmente si han sido

tratados con suero anti-linfocitico (Arroyo,1999).

Los pacientes con infeccién por VHC y alcoholismo tienen hepatitis mas graves que
los pacientes con enfermedad alcohdlica exclusivamente. La progresion a la cirrosis
es mas frecuente en pacientes infectados con VHC que ingieren cantidades excesivas
de alcohol (34.9%) que aquellos que no ingieren alcohol (18.2%). Mas aun, el
carcinoma hepatocelular es comun en los pacientes alcohdlicos con cirrosis e
infectados por el VHC. La cirrosis hepatica aparece con mayor frecuencia en
pacientes receptores de sangre (23.4%) que en adictos a drogas por via parenteral
(7%) (Feldman,2000).

Aunque la progresidn de la infeccidn por el VHC hacia la enfermedad cronica es alta,
el curso clinico de la enfermedad suele ser muy largo y clinicamente indolente,
incluso cuando la cirrosis ya esta establecida. Alrededor del 50% de los pacientes
estdan completamente asintomaticos, y su enfermedad sale a la luz en un examen
meédico de rutina. Una vez que se desarrolla la cirrosis pueden aparecer los sintomas
de fracaso hepatico final. Son frecuentes, la fatiga, debilidad muscular, retencién de
liquidos, hemorragia intestinal superior, ictericia, orinas oscuras y prurito. Sin embargo,
existen pacientes que permanecen asintomaticos hasta la aparicién de los sintomas
finales de la cirrosis o sus complicaciones, tales como hemorragias por varices
esofagicas o ascitis, o bien hasta la aparicibon de un carcinoma hepatocelular
(Gamboa,2000).
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2.3.3 Infeccidén por VHC y carcinoma hepatocelular

Estudios epidemiolégicos han mostrado una relacién entre la hepatitis C crénica y el
carcinoma hepatocelular, llegando a estar en algunos paises como Japén asociado a

carcinoma hepatocelular con mas frecuencia que el VHB.

En un estudio se encontr6 que el VHC podria haber contribuido al desarrollo del
carcinoma en 37% de los pacientes, mientras que soélo el 9% tenian infeccién por el
VHB. En otro estudio sobre 91 pacientes con hepatoma, todos ellos negativos para el
HBsAg, encontraron anticuerpos anti-VHC (anti-HVC) o RNA- VHC mediante PCR en
53 de ellos (58%). Generalmente el carcinoma tiene lugar en pacientes que ya han
manifestado cirrosis. So6lo ocasionalmente el carcinoma se ha manifestado en
pacientes con hepatitis crénica con signos de cirrosis. Ademas la aparicion de
carcinoma es un evento tardio en el curso de la evolucion de la infeccion por VHC,
necesitandose una media de 30 afios desde el inicio de la enfermedad
(Méndez,2003).

La estrecha asociacion entre el VHC y el carcinoma hepatocelular indica que el virus
origina el cancer de higado por otros mecanismos. El mecanismo molecular por el que
el VHC induce la aparicion del carcinoma hepatocelular probablemente difiere mucho

del involucrado en el cancer provocado por el VHB (Méndez,2003).

Estudios recientes han observado que la proteina de la capside del VHC presenta
cierto potencial carcinogénico “in vitro’, pudiendo transformar fibroblastos
embrionarios de rata en células malignas. Por otra parte, se ha sugerido que los
pacientes con genotipo 1b presentan un riesgo superior de padecer carcinoma
hepatocelular que los pacientes con otros genotipos. La mayor parte de los estudios
apuntan al VHC como factor de riesgo indirecto de induccion de carcinoma
hepatocelular como resultado de la progresion de la hepatitis C cronica a la cirrosis.
Como es ampliamente conocido la cirrosis constituye un factor de riesgo del

carcinoma hepatocelular como parece mostrar el hecho de que entre un 10 y un 15%
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de los pacientes con cirrosis presentan carcinoma hepatocelular (Sherlock, 1990).

Otros factores involucrados en el desarrollo de HCC es asociacion del VHC con la
sobreinfeccién con VHB, de forma que la coinfeccion VHB-VHC presenta un riesgo
relativo de 82.5% de desarrollar HCC. Otros factores como el alcoholismo parecen
intervenir en el desencadenamiento de HCC probablemente al acelerar los procesos

de cirrosis (Alonso,1998).

2.3.4 Cirrosis hepatica

La cirrosis es el resultado final de la lesiéon hepatocelular que conduce tanto a fibrosis
como a regeneracion nodular del higado (Tierney,2003). Los factores importantes que
contribuyen en su aparicion son: hepatitis cronica, la enfermedad biliar y la sobrecarga
de hierro. La lesién parenquimatosa y la fibrosis consiguiente son difusas y afectan
todo el higado; las lesiones focales con cicatrizacién no constituyen cirrosis. Ademas,
la fibrosis puede ser irreversible una vez establecida, aunque en algunos casos raros

puede observarse regresion (Robbins, 2004).

La clasificacion histologica mas comun divide a la cirrosis en las formas micronodular,
macronodular y mixta. La cirrosis macronodular se caracteriza por nodulos grandes,
que pueden medir varios centimetros de diametro y contener venas centrales. Esta
forma corresponde a la cirrosis posnecrética (poshepatica), pero no es consecutiva a

los episodios de necrosis masiva y colapso del estroma(Tierney, 2003).

En el mundo occidental la frecuencia aproximada de las categorias etioldgicas de la
cirrosis es la siguiente:

— Hepatopatia alcohdlica, 60-70%

— Hepatitis virica, 10%

— Enfermedades bilares, 5-10%

— Hemocromatosis primaria, 5%

— Enfermedad de Wilson, rara

— Deficiencia de a—antitripsina, rara
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— Cirrosis criptdgena, 10-15% (Robbins,2004).

Existen otros tipos infrecuentes de cirrosis, como 1) la cirrosis que aparece en
lactantes y en nifios con galactosemia y tirosinosis, 2) la cirrosis secundaria a
farmacos y 3) la sifilis. Las cardiopatias pueden dar lugar a una esclerosis intensa
(denominada cirrosis cardiaca). Una vez excluidas todas las causas conocidas de
cirrosis, quedan aun un numero considerable de casos sin clasificar que reciben el

nombre de cirrosis criptégena.

Los tres mecanismos anatomopatologicos principales que se combinan para producir
una cirrosis son la muerte hepatocelular, la regeneracién y la fibrosis progresiva
(Robbins,2004).

2.3.5 Manifestaciones extrahepaticas de la infeccion por VHC

La infeccion cronica por VHC puede ser un factor en la patogénesis de diferentes
trastornos con manifestaciones extrahepaticas. Entre estas se encuentran la artritis,
queratoconjuntivitis, liquen plano, glomerulonefritis y crioglobulimenia mixta esencial.
Esta Gltima esta fuertemente asociada con la infeccién por el VHC y se caracteriza
por la existencia de dolor muscular, artritis, fatiga, rash cutaneo, glomerulonefritis y
neuropatia en diferentes asociaciones. También se ha asociado con la infeccion por
VHC a la glomerulonefritis membranosa y membranoproliferativa, la porfiria cutanea
tardia, asi como, sialoadenitis linfocitica similar a la del sindrome de Sjégren. Muy
raramente se ha asociado con patologias hematolodgicas tales como transtornos

linfoproliferativos o anemia aplastica (Alonso, 1998).

2.4 EL VIRUS DE LA HEPATITIS C

2.4.1 Taxonomia

La identificacidon y caracterizacion de los virus de la hepatitis B (VHB) y de la hepatitis
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A (VHA) fue entre los afios 60 y 70, con el consiguiente desarrollo de técnicas para el
diagndstico, se puso de manifiesto la existencia de casos de hepatitis con periodos de
incubacion y modos de transmision caracteristicos de una enfermedad infecciosa pero
sin evidencia seroldgica de infeccion por los virus hepatotrépicos humanos conocidos.
Prince y colaboradores (1992), comunicaron por primera vez en 1974 el desarrollo de
hepatitis postransfusional en pacientes sometidos a cirugia cardiovascular sin
infeccion por el VHB y proponen la existencia de uno o varios virus de la hepatitis tipo
C. Un editorial aparecido en “The Lancet” en 1975 acufd el término hepatitis no A-no

B para una patologia cuyo diagndstico debia ser hecho por exclusion (Alonso,1998).

Se considera al virus de la hepatitis C como un género independiente dentro de la
familia Flaviviridae, la cual incluye ademas a los géneros Flavivirus y Pestivirus. El
analisis de la secuencia de nucleotidos del RNA virico y de los aminoacidos de los
péptidos del VHC muestra un elevado grado de homologia y organizacion gendémica

entre el VHC y los miembros de la familia Flaviviridae, como se observa en la figura 8.

Desde el extremo 5 a 3’ del genoma, se encuentran sucesivamente regiones que
codifican la nucleocapside, proteinas de envoltura glicosiladas y proteinas no
estructurales implicadas en los procesos de replicacion del VHC. El genoma del VHC
contiene un unico marco de lectura abierto ( “open reading frame” ORF), que codifica
una gran poliproteina de unos 3000 aminoacidos. La poliproteina es un péptido en el
que se procesan por lo menos 10 proteinas, cuatro estructurales la nucleocapside viral
o proteina “core”, las proteinas E1 y E2 de la cubierta, y una proteina, tal vez
transmembranal denominada p7 6 NS2A y seis proteinas no estructurales que
participan en la replicacion del RNA viral. El procesamiento de la poliproteina viral se
lleva acabo mediante proteasas tanto celulares como virales (Alonso,1998).

La region 5 no codificadora (5’NC) muestra aproximadamente un 50% de homologia
con la correspondiente region de los Pestivirus. Hay tres regiones de la poliproteina
del VHC que comparten homologias tanto con los Flavivirus y Pestivirus como con
otros virus que infectan las plantas. Una region contiene muchos residuos en comun
con las helicasas codificados por los Flavivirus, los Pestivirus y los Potyvirus de las

plantas, siendo mayor la similitud con los Pestivirus.
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Una segunda region contiene secuencias cortas que estan altamente conservadas en
todas las RNA polimerasas- RNA dependientes codificadas por los virus de RNA. La
tercera region contiene los aminoacidos conservados en las serin-proteasas
codificadas por los Flavivirus 'y Pestivirus, indicando, por tanto, la existencia de una

organizacion similar (Méndez,2003).

pr h oo
WHC [c[E1] E2 | NS2 [ NS3 [NS4] NS5 |

pr hor
Flavivius[C] M E | NS1T [ NS2 | NS3 NS4 NS5 |
fr b r
Pestivirus P20 |gp62 | op53 [(30k) | p125 [(38K)]  p133 |

C: core; E: Envoltura; M: Matriz; NS: No estructural; p: proteina; gp: glicoproteina;

( ): proteina no identificada; pr: proteasa; h: helicasa; r: replicasa.

Figura 8. Estructura antigénica del VHC, comparada con los flavivirus y los pestivirus
(Alonso,1998).

La poliproteina del VHC comparte muchas otras caracteristicas con los Flavivirus y
Pestivirus. Su tamario es similar en todos ellos (entre 3000 y 4000 aminoacidos). Las
proteinas estructurales, situadas en el extremo aminoterminal (N-terminal), comienzan
con una proteina de la nucleocapside de caracter basico. Por otra parte el dominio de
la replicasa se encuentra en el extremo carboxiterminal (C-terminal) en los tres
géneros de la familia Flaviviridae. En cambio, la proteina de la nucleocapside esta
situada en el extremo C-terminal en los Potyvirus y Carnovirus de las plantas. La

hidrofobicidad de las poliproteinas del VHC, Flavivirus y Pestivirus es muy similar,
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indicando una similitud en la estructura de la proteina y en la organizacion genética a
pesar de la ausencia de una homologia estructural en las secuencias primarias
(Méndez,2003).

En el VHC inmediatamente después del dominio de la nucleocapside, se encuentran
muchos lugares de glicosilacién potencial, lo cual lo asemeja muy de cerca con los
Pestivirus. El grado de identidad en las secuencias primarias, tanto a nivel de
nucledtidos como de aminoacidos, es mayor entre el VHC y los Pestivirus, lo que
sugiere una relacion evolutiva mas cercana que con los Flavivirus. Incluso la densidad
de las particulas infecciosas del VHC parece mas proxima a los Pestivirus que a los
Flavivirus (Alonso,1998).

2.4.2 Morfologia y estructura del VHC

Existen varias particulas de muy diversos tamafios (entre 30 y 65 nm de diametro) que
se asocian a la infeccibn VHC. Las primeras microfotografias electronicas de
particulas asociadas al VHC mostraban unas esferas de 30 nm de diametro, cuyo
tamafo se asemeja al atribuido en el momento actual a la capside del VHC. Abe y
colaboradores(1989), observaron tanto en sueros humanos como de chimpancés
infectados con VHC, particulas viricas cuyo tamafio varia entre 36 nm y 62 nm de
didmetro. Kaito y colaboradores (1994), obtuvieron microfotografias de alta resolucion
que mostraban particulas esféricas de 55 a 65 nm de diametro incluidas en el interior

de vesiculas citoplasmicas (Arroyo,1999).

Estudios en gradientes de densidad de sacarosa y otros estudios basados en
ultracentrifugacién, mostraron que las particulas asociadas con VHC tienen varias
densidades. Los estudios de Bradley y colaboradores (1991) y de Miyamoto y
colaboradores (1992), establecen la densidad del VHC, entre 1.08 y 1.11 g/ml, sin
embargo se han encontrado fracciones de menor densidad (1.05g/ml) que
probablemente corresponden a complejos del virus con la beta lipoproteina sérica, y
otras fracciones de mayor densidad (1.17 g/ml) que parecen corresponder a
inmunocomplejos de virus y anticuerpos. Ademas mediante el tratamiento con
detergentes no idnicos, se han identificado particulas de 1.25 g/ ml que parecen

corresponder a la nuucleocapside viral. Esta variabilidad de tamanos se explica por el
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hecho de que las particulas observadas incluyen las siguientes formas viricas y
estructuras asociadas: particulas viricas completas, nucleocapsides, viriones unidos a
proteinas séricas como lipoproteinas e inmunoglobulinas, particulas aberrantes,
incompletas o parcialmente descompuestas, vesiculas con VHC en su interior
liberadas de células infectadas (Mendez,2003).

De los estudios realizados hasta el momento parece deducirse que el VHC tiene un
tamafio de 50 nm. Presenta una envoltura derivada de las membranas de la célula
hospedadora, en la que se insertan las glicoproteinas virales E1 y E2. Esta estructura
explica la sensibilidad al cloroformo de las particulas infecciosas y los cambios en la

densidad de flotacion después del tratamiento con detergentes.

Ademas de los lipidos en la superficie de la envoltura del virus se encuentran
moléculas de azucares. Parece ser que las proteinas de la envoltura se glicosilan
mediante la unién de manosa en el reticulo endoplasmico de la célula hospedadora,
con la posterior adicion de carbohidratos complejos durante el transito a través del
aparato de Golgi, esta cubierta rodea a la nucleocapside formado por subunidades

proteicas C, la cual contiene el genoma virico (Alonso,1998).

2.4.3 Estructura gendmica

El genoma del VHC estd formado por una cadena de RNA monocatenario de
polaridad positiva. Tiene un tamafio de unos 9500 nucledtidos y contiene un unico
marco abierto de lectura (ORF) que se extiende a través de la mayor parte de su
longitud, indicando que el VHC codifica una gran poliproteina precursora de 3011
aminoacidos. Desde el extremo 5’ a 3’ del genoma se encuentran sucesivamente la
regiéon no codificante 5’NC, la regién codificante de la poliproteina y la regién no
codificante 3’'NC (Méndez,2003).

La mayor parte de la informacién disponible sobre estructura gendmica y de las
proteinas codificadas por el VHC proviene del uso de diversos sistemas de expresion
de cDNA recombinante del VHC. En uno de los sistemas mas usados, los cDNAs son

clonados con un promotor de la RNA polimerasa del bacteriofago T7, y son
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transfectados con virus vaccinia recombinante dentro de las células de mamiferos, las

cuales expresaran los cDNA del VHC. La consecuencia es que el RNA del VHC es

transcrito en el citoplasma de las células transfectadas y después traducido y

procesado para dar lugar a las proteinas estructurales y no estructurales del VHC.

Estas proteinas se han podido identificar usando antisueros monoespecificos,

llegandose a conocer las proteinas codificadas por la mayor parte del genoma del
VHC, tabla 3 (Alonso,1998).

Tabla 3. Regiones gendmicas, proteinas y porcentaje de variabilidad

Region gendmica Proteinas % de Y%similitud Funcién
similitud | aminoacid
nucleotidos 0s
5’ no codificadora 90 Inciacion traduccién
Replicacion
Nucleocapside C Proteina de core 81 90 Encapsidacion
Envuelta E1 Glicoproteina 56 49 Adherencia celular
Envuelta E2,E2-p7 Glicoproteina 56 49 Adherencia celular
No estructural NS2 Metaloproteinasa 57 56 Clivaje NS2-NS3
No estructural NS3 Serin-proteasa 70 80 Clivaje poliproteina
NTPasa Energia
RNA helicasa
No estructural NS4 Cofactor proteasa 65 50 L,
Replicacion
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No estructural NS5 | RNA polimerasa-DNA 72 71 Replicacion
dependiente

3’no codificadora 26 Empaquetado virico

(Alonso, 1998).

El genoma del VHC contiene regiones no codificantes altamente conservadas en las
regiones terminales 5’ y 3’ (5’'NC y 3’ NC), las cuales flanquean la region codificante
del genoma virico. Como se puede observar en la figura 9. La regién 5’ contiene 341
nucledtidos y se asemeja mas a la regién 5 NC de los Pestivirus. Esta altamente
conservada (>90%) entre los VHC aislados de muy diferentes regiones del mundo, lo
cual sugiere que tiene una funcién importante en la replicaciéon o en la expresion de
los genes, en esta region se pueden encontrar dominios variables intercalados con

otros conservados (Méndez,2003).

A _. .. Sitios de division de las metaloproicasas virales
Sitios de division 1
de las proteasas . Sitics de division de las proteasas
celulares de serina viraies

Regién hipervariable

[Proteinas estructurales|
[ Proteinas no estructurales

Figura 9. Organizacion del genoma del VHC (Méndez,2003).

En la figura 9, el conjunto de segmentos representan el marco de lectura abierto, en el
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cual las lineas verticales son el sitio donde las proteasas celulares y virales producen
la division proteolitica. La estructura secundaria de la regién 5 NC es compleja, los
primeros 22-24 residuos de esta region forman una estructura con forma de horquilla,
la cual esta conservada en todos los aislados del VHC y estable bajo condiciones
fisiolégicas (Méndez,2003).

Yoo y colaboradores (1992), sugieren que la traduccion del RNA del VHC depende del
extremo 5’ terminal aunque esta estructura en forma de horquilla funcionaria como un
potente inhibidor de la traduccion. Este extremo 5 terminal contiene uno de los
lugares de asiento de un ribosoma interno con capacidad para dirigir la traduccién de
la poliproteina viral. Se ha demostrado la presencia en la regién 5’ NC de cortos ORF
con una posicién relativa similar a la de los Pestivirus. Existen hasta 5 de estos ORF,
los cuales se solapan en gran parte de su extension. Estos ORF estan conservados
en todos los aislados, sugiriendo que tienen un posible papel en la traduccién, quiza

actuando como moduladores negativos (Arroyo,1999).

Se encuentran tres elementos de control en la regiéon 5’NC: una estructura en forma
de horquilla en el extremo 5, varios ORF vy, finalmente, un elemento préximo al
extremo 3’ de la regién 5 NC. Todos ellos, actuando en cis, ejercen distintas
funciones sobre la traduccion. Tomando la direccion 5’-3’ se encuentra una secuencia
de treinta nucledtidos seguidos de un codén de parada del ORF. Esta region muestra
cierta variabilidad entre genotipos. A continuacidon se encuentra una secuencia
poly-(U) de longitud variable, una secuencia poly-pirimidina C (U) y una secuencia de
98 bases altamente conservada que representa el extremo 3’ terminal del genoma,
como se puede observar en la figura 10. La estabilidad de la secuencia de esta region
y de su estructura secundaria sugiere que esta parte del genoma interviene de forma

importante en la replicacion o estabilizacion del RNA-VHC (Alonso,1998).
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Figura 10. Diagrama de la posicion relativa de los marcos abiertos de lectura (ORF)

dentro de la region 5 NC del VHC segun Joo y colaboradores, 1992.

2.4 .4 Las proteinas del VHC

La traduccion del RNA virico origina una poliproteina precursora de 3011 aminoacidos.
Los analisis estructurales de las regiones genomicas y la secuencia de aminoacidos
ha permitido la identificacion de las siguientes regiones: En el extremo 5’ encontramos
la regién estructural del genoma, que codifica las proteinas del core y de la envoltura
(E1 y E2). A continuacién se encuentra la region que codifica las proteinas no
estructurales (NS) en el siguiente orden: NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a y NS5b.
Ademas, en el extremo 3’ del genoma se encuentra otra region no codificadora de

entre 27 y 45 nucledtidos de longitud (Alonso,1998).

Las proteinas funcionales del VHC se forman por la segmentacién de la poliproteina
virica gracias a la accion de las proteasas celulares y virales. Las peptidasas celulares
catalizan la segmentacion de la region estructural. Las proteinas de ésta region se
caracterizan por presentar dominios hidrofébicos en el C terminal, lo que permite su
asociacion con la membrana y posterior clivaje por accion de las peptidasas celulares.
La ruptura de la unién entre NS2 y NS3 se produce por unién de la proteasa virica
codificada por NS2 y la parte N- terminal de NS3 (Méndez,2003).

Los primeros 191 aminoacidos del extremo N- terminal de la poliproteina precursora

del VHC corresponden a la proteina de la nucleocapside. Tiene un tamafo de 22 kDa,
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contiene muchos residuos de carga basica y es capaz de unirse al RNA viral, es
inmunogena y presenta una secuencia de aminoacidos altamente conservados entre
los diferentes aislados viricos, su extremo N-terminal presenta varios epitopes lineales
timo-dependientes los cuales son ampliamente utilizados en los equipos diagnodsticos
comerciales para la deteccion de anticuerpos especificos en el suero de pacientes con
hepatitis C (Méndez,2003).

A continuacion de la proteina de la nucleocapside se encuentran las glicoproteinas E1
de 31 kDa y E2 de 70 kDa, las cuales forman parte de la envoltura. Estas proteinas
estan altamente glicosiladas a través de uniones con moléculas de asparagina, y
aproximadamente la mitad de su masa es debida al carbohidrato manosa. Con la
adiciéon de anticuerpos especificos frente a una de las glicoproteinas coprecipitan
ambas (la E1 y la E2). Estos complejos son reconocidos por sueros de gran numero
de pacientes infectados. También los sueros de pacientes infectados reaccionan
frecuentemente con los antigenos E1 y E2 expresados en las células de mamiferos
utilizando como vector el virus vaccinia. Esto indica que la glicosilacion y/o formacion

de complejos es importante en la generacion de epitopes antigénicos (Alonso,1998).

La hidrdlisis de la poliproteina por efecto de las peptidasas celulares puede dar a este
nivel dos formas de E1, E2 y E2-p7, las cuales se diferencian en su C-terminal. Ambas
formas presentan una elevada hidrofobicidad en el C-terminal, caracteristica

importante para el anclaje de estas proteinas en la membrana celular.

En el extremo N-terminal de la proteina E2 se encuentra una zona de unos 30
aminoacidos de longitud que presenta una elevada variabilidad en los aminoacidos
que las componen. Esta regidn hipervariable, conocida como HVR1 es presentada en

la superficie del virion y es portadora de los epitopes neutralizantes (Alonso,1998).

Desde el punto de vista patogénico se ha observado que los anticuerpos especificos
frente a esta region, cambian durante el curso de una infeccidn cronica, sugiriendo
que la variabilidad entre HVR1 y la mutacion a este nivel constituye uno de los
mecanismos que tiene el virus para escapar de la vigilancia del sistema inmunoldgico.

La adherencia virica es inhibida por el suero de pacientes que contengan anticuerpos
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frente a la secuencia de HVR1 presente en el virus infectante (Arroyo,2001).

A continuacion de la region HVR1 se encuentra otra region hipervariable, HVR2, de
unos 7 aminoacidos que parece encontrarse solo en los aislados del genotipo 1b. Las
proteinas de la regidon no estructural parecen no estar glicosiladas. Las proteinas NS2
y NS3 tienen actividad proteasa y estan implicadas en el proceso autoproteolitico de la

region no estructural actuando a nivel NS2/NS3.

La regién NS3 tiene actividad serin-proteasa, nucleétido- trifosfatasa (NTPasa) y RNA
helicasa. La actividad serin-proteasa esta bien caracterizada y juega un papel esencial
en el procesamiento y ensamblaje del VHC. La actividad serin proteasa se encuentra
localizada en la porcion terminal de NS-3 (p70) y funciona de forma independiente en
dos procesos. En primer lugar actua en union con NS-2 produciendo el clivaje
NS2/NS3. En segundo lugar produce el clivaje entre las regiones NS3 y NS4 de la
poliproteina en cis. El resto de los clivajes estan también mediados por la serin
proteasa y son efectuados en trans. Para algunos clivajes se requiere una secuencia
de 33 aminoacidos proxima al extremo C-terminal de la proteina NS4a, la cual puede

activar a la serin proteasa en trans (Méndez,2003).

Las actividades NTPasa y RNA helicasa de NS1 reside en los 465 aminoacidos del
extremo C terminal. La RNA helicasa parece implicada en el desdoblamiento de la
cadena de acido nucleico durante la replicacidon y transcripcién virica. La NTPasa
hidroliza los nucledsidos trifosfatos proveyendo de energia el desenrrollamiento de los
acidos nucleicos. La actividad DNA helicasa no tiene ninguna funcion con el ciclo vital
del VHC pero podria afectar en alguna forma las funciones de la célula hospedadora.

Parece que NS3 pudiera tener cierta relacion con el desarrollo de cancer hepatico.

La regién NS4 codifica a dos proteinas virales NS4A y NS4B. La primera actua como
cofactor de la actividad proteasa de NS3. Esta interaccion NS3/NS4A es vital para la
replicacion virica y actualmente es objeto de estudio para el desarrollo de antivirales

que actuen inhibiendo el procesamiento de la poliproteina (Alonso,1998).

La region NS5 codifica dos proteinas NS5A y NS5B. La proteina NS5B es una RNA
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polimerasa RNA dependiente. La funcién de NS5A es desconocida pero por accién
con otros virus parece tener un importante papel en la replicacion del RNA, algunos
estudios sugieren que pueda intervenir en los fendmenos de sensibilidad del VHC al
interferon (Alonso,1998).

2.4.5 Diversidad genética del VHC y genotipos

Desde el descubrimiento del VHC ha aparecido una gran informacién referente a la
diversidad genética. La primera evidencia de esta diversidad surgio de la comparacion
de un aislado japonés (VHC J1) y otro americano (VHC-1) la cual revel6 diferencias en
las regiones NS3 y NS4. Posteriormente se demostraron diferencias en otras

regiones: NS5 y envoltura, sugiriendo la existencia de multiples tipos del VHC.

Durante la replicacion de los virus de RNA pueden aparecer errores aleatorios
originados durante la accion de la RNA polimerasa-RNA dependiente que afecta a la
secuencia de nucleotidos. Estos errores pueden llevar a tres tipos de situaciones
diferentes: 1) Que la variacién gendmica sea letal para el virus, 2) que tenga lugar el
cambio de un nucleétido pero que persista la secuencia de aminoacidos, o 3) que
configure una forma virica viable con cambios en la secuencia de aminoacidos. Estos
cambios en la secuencia de aminoacidos pueden carecer de efecto sobre la virulencia
del virus, o por el contrario pueden permitirle una replicacion mas eficiente, evadir la
respuesta inmunitaria del hospedador mas facilmente o adquirir resistencia frente a los

viricos (Arroyo,2001).

En el caso del VHC, las variaciones en las secuencias gendmicas dan lugar a la
coexistencia dentro de un mismo hospedador de varios virus estrechamente
relacionados pero distintos entre si. Este tipo de poblacién viral denominado
cuasispecies tiene Ilugar en el VHC debido fundamentalmente, pero no
exclusivamente, a la variabilidad dentro de la region HVR1 de E2. Existen otras
variaciones mayores que afectan a una gran parte del genoma virico y que se
perpetuan filogenéticamente y de forma diferenciada entre los diferentes aislados y

gue se conocen como genotipos. Los genotipos son variaciones genéticas diferentes a
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la de las cuasispecies (Alonso, 1998).

Varias cepas de virus, pueden ser clasificados de acuerdo a diferentes genotipos,
incluyendo tipos y subtipos. En base al analisis de tipo genético, tipos de HCV,
subtipos y virus aislados pueden ser distinguidos en base tan cercanamente como 10,
20 y 30% por secuencias divergentes. Seis principales tipos de HCV (1-6) han sido
reconocidos, cada uno de los cuales divididos en mas de 80 subtipos, por los nUmeros
1 y los subindices a (1a,1b,1c, etc). El genotipo es una caracteristica intrinseca de
transmision de las cepas de HCV, y no cambia durante el curso de la infeccién. Sin
embargo no es conocido cémo diferentes genotipos (o las diferentes cepas de un

mismo genotipo) puedan recombinarse en un solo hospedero (Liang,2000).

Algunos genotipos virales inicialmente restringidos geograficamente a poblaciones
humanas aisladas han sido dispersadas en poblaciones mezcladas, y han surgido
nuevas rutas eficientes de infeccion. Por ejemplo, la transfusion sanguinea, parece ser
la responsable de la dispersidon mundial del genotipo 1b de HCV, mientras que el uso
de drogas intravenosas esta claramente asociado con la transmision del genotipo 3a
en la mayoria de los aislados de los paises industrializados. El genotipo de HCV
influencié los primeros ensayos serologicos y moleculares. El genotipo de HCV
también esta fuertemente asociado con la sensibilidad a la terapia con interferon (IFN-

alfa) y con la combinacion de interferdn con ribarvirina (Liang, 2000).

El grado de diversidad dentro de cada genotipo y subtipo es muy variable segun la
region del genoma o de la poliproteina considerada. La regién 5’ NC contiene el mayor
grado de conservacion en las secuencias (>90% de similitud). La regién del core esta
relativamente bien conservada, con un rango de similitud en la secuencia de
nucleotidos que varia entre el 81 y el 88% en los diferentes genotipos. Las regiones
E1 y NS5 estan menos conservadas, mostrando los aislados de diferentes genotipos
una similitud en el rango de 53 y el 69% en la region E1 y de el 56 y el 72% en la
region NS5. Dentro de un mismo genotipo el grado de similitud en la secuencia de
nucledtidos entre subtipos es mayor, variando del 88 al 93% (core), del 68 al 79% (E1)
y del 75 al 86% (region NS5). Para aislados de un mismo subtipo el grado de similitud

varia dentro de 88 y 99% para las regiones de la capside, E1 y NS5 (Méndez,2003).
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La region hipervariable HVR1 de E2 presenta una variabilidad que puede superar el
50% entre los diferentes aislados. Ademas, la tasa de mutacion en esta regién es muy
elevada. El nivel de divergencia entre la secuencia de nucleétidos del VHC oscila
entre el 0.1 y el 0.2% por ano. Teniendo en cuenta que la diferencia entre genotipos
es de un 30-35% y entre subtipos de un 20%, se ha podido estimar que los genotipos

se originaron hace 80-100 afios y los subtipos hace 60-65 afos.

La utilidad del estudio de la diversidad genética del VHC incluye aspectos
epidemioldgicos, clinicos y de diagndstico, e incluso de prevencion (implicaciones en
el desarrollo de vacunas). Han sido particularmente estudiadas las diferencias
geograficas en la prevalencia de los distintos genotipos. Aunque se han encontrado
genotipos ampliamente difundidos, especialmente el 1b que podria ser el principal
genotipo a nivel mundial, también se han hecho aparentes diferencias regionales en la
distribucion de genotipos. Ademas de esta distribucion geografica parece que la
prevalencia de cada genotipo varia en funcién del grupo de riesgo. La identificacion de
los aislados especificos podia permitir el estudio de cadenas de transmisién y por

tanto, tienen un interés epidemiolégico grande (Alonso,1998).

Aunque algunos autores no encuentran asociacion entre genotipos y gravedad de la
enfermedad hepatica, parece confirmarse el hecho de que los pacientes con el
genotipo 1b tienen lesiones mas graves de higado y presentan una peor evolucién.
Asi, parece establecerse cada vez con mas certeza que los pacientes con el genotipo
1b tienen mayor probabilidad de desarrollar cirrosis y carcinoma hepatocelular.
Ademas, los pacientes con genotipo 1b tienen poca respuesta al tratamiento con
interferon. Mientras que, por el contrario, los pacientes con genotipo 2 presentan una

mejor respuesta al interferén (Liang,2000).

Otro tema de interés ha sido el estudio de las consecuencias de la heterogeneidad
genética y antigénica del VHC sobre el diagnéstico de la infeccion. Asi la region
gendmica seleccionada en las técnicas de amplificacion influye en la frecuencia de
positividad encontrada, siendo la region 5’'NC la preferida debido a su alto grado de

conservacion entre genotipos. También se ha encontrado un grado de sensibilidad y
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especificidad en la respuesta seroldgica frente al VHC y que varia segun el antigeno
considerado, lo que podria afectar la capacidad de las técnicas usadas habitualmente
para detectar la infeccion por los diversos genotipos. Es lo que sucede en los
pacientes en los que no se han detectado anticuerpos anti-NS4, los cuales presentan
unos porcentajes de positividad inferiores a aquellos que presentan anti-NS4
(Liang,2000).

Se han demostrado infecciones multiples en un mismo individuo, lo cual sugiere que la
respuesta inmune frente a un genotipo no protege de la infeccion por otro y podria
actuar como un mecanismo de seleccion de variantes, estos hechos que pueden

afectar el desarrollo de futuras vacunas (Alonso, 1998).

2.4.6 Replicacion del VHC

Estudios iniciales realizados mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) e
hibridacién “in situ”, han mostrado que en el tejido hepatico de pacientes infectados se
puede encontrar tanto la forma gendmica (cadena positiva) como la replicativa
(cadena negativa) del VHC. Algunos autores también encuentran dichas formas en
suero y en células mononucleares de sangre periférica, aunque la deteccion de
formas replicativas en estas localizaciones podria ser un artefacto de la PCR. Estos
estudios, junto con los realizados por comparacion con otros Flavivirus han permitido

una aproximacion al mecanismo de replicacion (Alonso, 1998).

La replicacion del VHC comienza con la penetracién del virus en las células
hospedadoras, esta penetracion tiene lugar a través de la interaccion con receptores
especificos en la superficie de la célula o por contacto directo con la célula diana.
Pocos receptores han sido identificados para Flavivirus y Pestivirus, la identificacion
de receptores para HCV es parcialmente problematico porque no ha sido posible
purificar suficientes particulas virales para hacer experimentos de union con el

receptor (Alonso, 1998).

Algunos experimentos demuestran que la unién de proteinas purificadas de la
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envoltura a células humanas esta mediado por una proteina E2. Ademas se demostro
que E2, tiene un C terminal trucado que se une a CD81 una proteina de superficie
celular expresada en varias lineas celulares, incluidas hepatocitos y linfocitos B. Una
horquilla extracelular grande de CD81, une a la proteina E2 de HCV y esta union fue
inhibida por anticuerpos neutralizando HCV. Otra hipdtesis propone que HCV es
tomado por el receptor de LDL y esta evidencia se apoya en la persistencia de HCV

en las células en cultivo por una estimulacién del receptor LDL (Arroyo,2001).

Después de la entrada, mediante la invaginacion del virus, se pierde la envoltura, y se
libera su genoma para empezar el ciclo de replicacién, se ha demostrado que en los
Flavivirus la pérdida de la envoltura es en un endosoma, que endocita, la particula
con todo y el receptor y que es un compartimento acido. El medio acido produce un
cambio irreversible en la conformacion de la envoltura proteica y su subsecuente
unidon a la membrana del endosoma. Hay evidencias con estudios de alfavirus que
sugieren que la nucleocapside, es liberada, en el citoplasma después de la fusion
endosomica. Aqui comienza la asociacion con ribosomas, interaccién que es
suficiente para liberar las proteinas de la capside de la nucleocapside, el RNA

gendmico, es entonces un templado para la sintesis de proteinas (Krawitt, 1999).

La traduccion del genoma de HCV, origina una poliproteina, que al cortarse, da lugar a
proteinas estructurales y no estructurales del virus. Las proteinas no estructurales,
sirven como factores, que junto con los elementos celulares, y el templado del RNA
del HCV, forman un complejo de ribonucleoproteinas para la replicacion, el cual ha
sido descrito también para el poliovirus. Las proteinas celulares que unen al templado
de RNA, pueden funcionar junto con el RNA, para que se reconozcan como sitios de
iniciacién de la polimerasa viral, éstos pueden también determinar la especificidad del

complejo, para el virus del RNA y consecuentemente contribuir al tropismo viral.

Estudios de microscopia electrénica con células infectadas con Flavivirus, demuestran
la localizacion de algunas proteinas no estructurales y la doble cadena de RNA en
estructuras membranales, o vesiculas en la regidn perinuclear de células de
hospedero. Es por eso que estas estructuras membranales son el sitio de replicacion

de RNA y por lo tanto parte del complejo de replicacidn viral. Este complejo de

51



replicacion de HCV, no ha sido aislado, pero evidencias muestran que NS5B, se
asocia con una proteina no estructural de HCV, en particular con NS3 y NS4A. La
caracteristica del complejo es la estrategia para la explicacion que produce una
cadena negativa, del genoma de RNA, la cual, puede servir de templete para la

produccion de la cadena positiva de RNA (Méndez, 2003).

2.4.7 Ensamblaje del viridn

Un virion maduro de HCV, posee una nucleocapside una envoltura interna compuesta
de proteinas y una membrana lipidica. El ensamblaje del virion presumiblemente
comienza con la interaccion de la capside de proteinas y el RNA gendmico, para
formar una nucleocapside, entonces, adquiere la envoltura, y el viribn maduro es

liberado de la célula infectada.

El mecanismo de empaquetamiento del RNA de HCV no ha sido determinado, pero
las investigaciones en otros virus de RNA sugieren, que en ésta reaccion,
especificamente incorpora RNA viral, en el interior de la capside y excluye totalmente
RNA’s celulares y la cadena negativa de RNA viral. La especificidad de guardar, la
cadena positiva de RNA es debido a que posee sefales de encapsulacién, las cuales

tienen una alta afinidad de union, para las proteinas de la capside (Liang,2000).

Evidencias de Flavivirus y Alfavirus, demuestran que la sefal reside en la region no
estructural codificada en el genoma. Otra explicacién para la especificidad de
empaquetamiento ha sido descrita para Poliovirus y es que el RNA viral, al replicarse,
esta acoplado solamente al RNA, las regiones activamente replicadas son

empaquetadas.

Los virus empacados, adquieren su segunda envoltura, ya sea de las membranas
intracelulares o de la membrana plasmatica. Estudios con microscopia electronica de
Flavivirus, han mostrado, que la nucleocapside formada, en el citoplasma, y metida en
vesiculas intracelulares, derivan del reticulo endoplasmico, adquiriendo asi, en este

proceso la segunda envoltura. El virion ensamblado, es liberado de la célula por la via
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de la exocitosis. Esto es porque los complejos lipoproteina-HCV, son mayormente
retenidos en el reticulo endoplasmico, por lo tanto, la unién de HCV ocurre en reticulo

endoplasmico, o estructuras semejantes (Krawitt,1999).

No se conoce como la envoltura se afade a la nucleocapside, pero presumiblemente,
las proteinas de la envoltura tienen una afinidad de unién a las proteinas ensambladas
en la capside, como ha sido demostrado en los Alfavirus. El proceso de unidén puede
deberse, a las interacciones entre las proteinas de la envoltura del virién y la
nucleocapside. Alternativamente la transformacion puede involucrar una interaccién
lateral de las proteinas de la envoltura, como ha sido sugerido para la unién de los
Alfavirus. El mecanismo, puede explicar, como las proteinas virales y las de la
membrana celular se distinguen, con lo cudl, las proteinas de la envoltura viral se

incorporan al virion maduro, como se observa en la figura 11 (Liang,2000).
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Figura 11. Esquema donde se postula el ciclo de replicacion del VHC, derivado de

investigaciones del VHC y otros virus de cadena positiva (Liang,2000).

2.4.8 Seropositividad
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La seropositividad, esta definida como la presencia en sangre periférica de
anticuerpos contra antigenos de HCV como resultado de una infeccidon previa.
Anticuerpos dirigidos, ya sea, al centro estructural o a la organizacion de la envoltura y
a antigenos no estructurales de HCV presentes en diferentes niveles. La variabilidad
genética de HCV, junto con las diferencias genéticas dan la individualidad infectiva,
muchos explican la aparente heterogeneidad como una respuesta humoral de
anti-HCV. Este fendmeno puede ser usado con un propdsito diagndstico, ya que los
anticuerpos genotipo especificos pueden ser diagnosticados del genotipo infectivo
(Liang,2000).

2.4.9 Viremia

La viremia del HCV es definida como la presencia de RNA de HCV en suero o plasma
y se debe al hecho de una activa replicacion de HCV. Como se muestra en la figura
11 el HCV es producido en grandes cantidades en el higado y aparentemente un poco

menos en sitios de replicacion extrahepatica.

Una minoria de viriones producida de novo, infectan a nuevas células, mientras que
los remanentes son liberados continuamente a la circulacion general. Las particulas
de HCV circulantes son catabolizadas continuamente, y son degradadas en

compartimentos, para lo cual parece ser que la respuesta inmune es quien juega un

papel mayor. La minima cantidad diaria de HCV producido esta estimada de 1012

viriones con una vida media maxima en el suero de tres horas (Del Favero,1998).

Un estado dinamico se establece durante la infeccién cronica, la cantidad del genoma
viral circulante por volumen de suero o plasma, no varia significativamente en
periodos de meses o afios. Ensayos cuantitativos para la medicion de HCV han sido
utilizados, e introducidos en una base de datos con un modelo matematico, de la
cinética de replicacion de HCV, el tratamiento muestra una cantidad estimada

constante en el higado, por replicaciéon de HCV (Del Favero,1998).
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2.4.10 Cuasispecies

El HCV, como muchos otros virus de RNA, no circula en individuos infectados como
una poblacion homogénea de particulas virales idénticas, pero si como un conjunto
genéticamente distinto, como variantes cercanas y relacionadas a las cuales se les
conoce colectivamente como cuasispecies. La naturaleza de las cuasispecies de HCV,
le confieren una ventaja de sobrevivencia significativa, la presencia simultanea de
muchas variantes de genomas y el alto rango con el cual se generan nuevas
variantes, dan como consecuencia una rapida seleccibn de mutantes mejor
capacitadas para las nuevas condiciones ambientales. Esto muestra que la naturaleza
de las cuasispecies de HCV, juega un papel muy importante en todos los aspectos de
la infeccidn (Krawitt,1999).

2.4.11 Distribucién de los genomas de HCV y de las cuasispecies

La heterogeneidad viral, resulta primariamente de un alto rango de error de la RNA
polimerasa dependiente de RNA, enzima codificada por el gen NS5b, tiene un rango
de frecuencia de desincorporacién de cerca de 10-4 a 10~ por base, y no se han
identificado, mecanismos de correccion. En un individuo, el rango con el cual se
acumulan las mutaciones durante la replicacion dependen del nivel de fidelidad de
la RNA polimerasa viral, la cual por si misma varia de un genotipo original o de una
cuasispecies a otra, dando una variedad de mutacion relevante y de una cinética de

replicacion viral (Liang,2000).

La mayoria de las particulas virales mutantes se replican deficientemente, pero
algunas se propagan eficientemente. Las particulas infectivas son seleccionadas
continuamente en base a su capacidad de replicacion, por la presion selectiva
resultante de la respuesta inmune. Durante la infeccidn crénica las cuasispecies

virales se encuentran todo el tiempo en un estado de equilibrio (Del Favero,1998).

Su composicion puede sin embargo ser alterada sensible y fuertemente por cambios
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ambientales. Estos cambios pueden ser espontaneos relacionados con las complejas
interacciones metabdlicas con el hospedero o ser blanco de factores externos, como
infecciones recurrentes, toma de farmacos o tratamientos antivirales. Las
caracteristicas de las cuasispecies de HCV, pueden ser estudiados por métodos de
biologia molecular. La naturaleza de los genomas de las cuasispecies de HCV, tiene
gran importancia en la persistencia, compartimentalizacién, tropismo celular, severidad
y diseminacion de la enfermedad de HCV vy resistencia de HCV a la terapia con
interferon (Liang,2000).
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3.0 DIAGNOSTICO DE LA HEPATITIS

3.1 DIAGNOSTICO DE LA HEPATITIS A

La hepatitis A es una enfermedad extendida por todo el mundo, no dependiendo de la
raza ni del género, el grado de endemicidad puede reconocerse por la prevalencia de
los anticuerpos anti-VHA totales. En los paises subdesarrollados, la mayoria de la
poblacién se infecta e inmuniza en los primeros afios de vida. En paises con alto nivel
de desarrollo, la poblacién se infecta de hepatitis A en edades tardias, en que las
consecuencias de la infeccidbn son mas aparentes por su mayor gravedad que en la

infancia.

El virus es excretado por via fecal, por ello la forma de trasmision del virus es
fecal-oral. ElI contagio ocurre de persona a persona o por la ingesta de agua o
alimentos como verduras o mariscos contaminados. La trasmisidén por via parenteral
es extremadamente rara ya que no hay portadores crénicos y el periodo de viremia es
muy corto. La infectividad en saliva, orina, flujo vaginal y semen parece incierta. La

trasmision materno fetal no esta reconocida como tal (Herrerias, 1996).

La eliminacién del virus de hepatitis A (HVA) determinada por inmuno-microscopia
electronica de las heces, ocurre hasta dos semanas antes de la enfermedad clinica.
Rara vez se demuestra este virus en las heces después de la tercera semana de la
infeccion. No hay un estado de portador conocido de HVA. La sangre y las heces son
infecciosas durante el periodo de incubacion (dos a seis semanas) y al inicio de la
enfermedad, hasta que se alcanzan los valores maximos de transaminasas. Es rara la
hepatitis postransfusion por virus HVA. Aunque la mortalidad de la hepatitis A es baja,
puede causar enfermedad fulminante (Tierney, 2003). Las elevaciones mas
constantes son elevaciones de la bilirrubina con incremento de ambas fracciones y el
aumento de la actividad de las transaminasas séricas. Estas se hallan habitualmente
de 20 a 40 veces por encima de los valores normales, con mayor actividad de la ALAT
que de la ASAT. La actividad de la fosfatasa alcalina estda moderadamente

aumentada, asi como la de la GGTP(gamaglutamil transpeptidasa). La VSG
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(velocidad de sedimentacion globular) y el proteinograma son habitualmente normales
asi como las pruebas de coagulacién (Herrerias, 1996).

El virus de la hepatitis A es endémico a nivel mundial y aproximadamente el 80 % de
adultos en areas de Africa y Asia tienen evidencias seroldgicas de la exposicion. La

infeccion por VHA no es cronica (Krawitt, 1999).

Los anticuerpos contra la hepatitis A (anti-HVA) aparecen tempranamente durante el
curso de la enfermedad, se detectan tanto IgM como IgG anti-HVA en suero poco
después del inicio de la enfermedad. Los valores maximos de IgM anti-HVA se
manifiestan durante la primera semana de la enfermedad clinica y suelen desaparecer
de tres a seis meses, su deteccidbn es una prueba excelente para diagnosticar
hepatitis A aguda. Los titulos de IgG alcanzan su valor maximo después de un mes de
la enfermedad y puede persistir durante afios, como se observa en la figura 12. La
presencia de IgG anti-VHA sola indica una exposicion previa, no infectividad e

inmunidad a la infeccion recurrente por el virus de la hepatitis A (Tierney,2003).

El diagndstico de la infeccion aguda de HAV, es hecha por EIA (enzimo inmuno
ensayo) serologico de IgM. Este ensayo es dirigido para partes de la proteina de la
capside, ésta no varia significativamente entre diferentes cadenas de RNA. Los
niveles de RNA del HVA en heces y sangre, declina con el tiempo, los cuales se
demuestra en pacientes que son usualmente no infecciosos, durante el tiempo de
presentacion, este ensayo tiene tanto especificidad como sensibilidad superior al 99%
(Krawitt).
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Figura 12. Esquema de las manifestaciones clinicas y de laboratorio tipicas

producidas por el virus de la hepatitis A (Friedman, 1998).

3.2 DIAGNOSTICO DE LA HEPATITIS B

La hepatitis B es una infeccion viral del higado que suele transmitirse por inoculacién
de sangre o productos hematoldgicos infectados. Sin embargo, el antigeno se
encuentra en todas las secreciones corporales y se sabe que la enfermedad puede
ser diseminada por contacto oral o sexual. Un 5 a 10% de los individuos infectados se
tornan en portadores, proporcionando un reservorio importante de infeccion. Del 40 a
70% de los nifilos que nacen de madres HBsAg positivas, desarrollara anticuerpos a
hepatitis B en el torrente sanguineo. También se ha comprobado la transmision fecal

oral del virus B. El periodo de incubacion es de seis semanas a seis meses, pero
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puede prolongarse por la administracion de la globulina hiperinmune (Tierney,2003).

Hay tres sistemas antigeno-anticuerpo distintos que se relacionan con la infeccién por

HBV y una diversidad de marcadores circulantes que son utiles en el diagndstico.

1.- HBsAg: La aparicion del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ) es la
primera prueba de infeccion por HBV y parece que se presenta antes de la evidencia
bioquimica de enfermedad del higado. EI HBsAg persiste durante todo el transcurso
de la enfermedad clinica, su permanencia después de la enfermedad aguda, puede
vincularse con las manifestaciones clinicas y de laboratorio de hepatitis cronica
durante periodos variables. La detecciéon de HBsAg establece la infeccion con HBV e

implica infectividad.

2.- Anti-HBs: El anticuerpo especifico contra HBsAg (Anti-HBs) aparece en la mayoria
de los individuos luego de la eliminacion de HBsAg y de la vacunacién con éxito contra
la hepatitis B. La desaparicion de HBsAg y la aparicion de anti-HBs sefala
recuperacion de la infeccion por HBV, no infectividad y proteccion a la infeccion

recurrente por HBV (Tierney, 2003).

3.- Anti-HBc: La IgM anti-HBc aparece poco después de que se detecta el HBsAg. El
HBcAg no aparece solo en el suero. Su presencia en un estado de hepatitis aguda
indica un diagnéstico de hepatitis B aguda, y cubre la brecha serolégica de los
pacientes que han eliminado el HBsAg, pero que aun no tienen anti-HBs detectable.
La IgM anti-HBc puede persistir por 3 a 6 meses o0 mas y puede también reaparecer
durante los brotes de hepatitis B crénica previamente inactiva. La IgG anti-HBc
también aparece durante la hepatitis B aguda, pero persiste indefinidamente, ya sea
que el paciente se recupere (con la aparicion de anti-HBs en suero) o desarrolle
hepatitis B cronica (con persistencia de HBsAg). En donadores de sangre
asintomaticos, un solo resultado positivo para anti-HBc, sin ningun otro resultado
seroldgico positivo para HBV, puede representar un resultado positivo falso o una
infeccidon latente, donde el DNA del HBV se detecta en suero sélo por medio del

meétodo de la reaccion en cadena de la polimerasa.
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4.- HBeAg: El HBeAg es una proteina soluble que se encuentra unicamente en el
suero positivo a HBsAg. Representa una forma secretora de HBeAg que aparece
durante el periodo de incubacion poco después de la detecciéon de HBsAg. El HBeAg
indica replicacion viral e infectividad. La persistencia de HBeAg en el suero mas alla
de tres meses sugiere un aumento en la probabilidad de hepatitis B crénica. La
desaparicion de anti-HBeAg frecuentemente es seguida por la aparicién de anti-HBe,
lo cudl significa un decremento en la replicacion viral y reduccion de la infectividad
(Tierney, 2003).

5.- DNA de HBV: La presencia de DNA de HBV en el suero generalmente es paralela
a la de HBeAg, aunque el DNA de HBV es un marcador mas sensible y preciso de
replicacion viral e infectividad. Pueden persistir en el suero valores muy bajos de DNA
de HBV, detectable s6lo mediante reaccion en cadena de la polimerasa, después de
que un paciente se ha recuperado la hepatitis B aguda, pero el DNA del HBV esta
unido a IgG y rara vez es infeccioso. En algunos pacientes con hepatitis B cronica
puede estar presente el DNA de HBV a concentraciones altas sin HBeAg en el suero
debido a la mutacion que evita su sintesis en los hepatocitos infectados (mutante

prenucleo).

El mutante prenucleo aparece durante el curso de la infeccidén crénica por el HBV “tipo
natural”’, supuestamente como resultado de la presion inmunitaria. Cuando se
presentan mutaciones adicionales en el gen del nucleo, el mutante prenucleo aumenta

la gravedad del HBV e incrementa el riesgo de cirrosis (Tierney,2003).

3.2.1 Diagnostico de la hepatitis B cronica

La evolucidn a la cronicidad de la infeccidon por hepatitis B, sucede, cuando el
antigeno de superficie de HBsAg persiste en suero por mas de seis meses. Esto es
debido a la inhabilidad del sistema inmune para producir cantidades suficientes de
anticuerpos para hepatitis B (anti-HBs) y anticuerpos directamente contra HBsAg, el
cual es neutralizado y protectivo y usualmente anuncio de resolucion de la infeccion.

Del 10-15% de los pacientes, pueden tener detectables ambos HBsAg y anti-HBs.
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Pacientes quienes son persistentemente HBsAg positivos deben pasar por
evaluaciones para determinar la actividad de la replicacion del HBV. La evaluacion
debe incluir DNA, HBeAg, y anti-HBe de HBV en suero.

En algunos pacientes con replicacion activa del virus de hepatitis B, se detecta tanto
DNA como HBeAg del HBV. La presencia de éstos en circulacion es identificada en
pacientes quienes posiblemente puedan beneficiarse de la terapia antiviral y también

proporciona parametros de respuesta a la terapia.

La replicacion viral también puede decrecer lentamente en funcion del tiempo o la
actividad viral puede fluctuar en periodos de una aparente quiesciencia a una muy
dinamica reproduccidn viral. El periodo de inactividad viral o baja replicacion es
caracterizado por una reaccion positiva HBsAg, no se detecta el DNA de HBV, HBeAg
y las aminotransferasas en suero. Pacientes con el estado viral latente son llamados

portadores sanos (Liang,2003).

Pacientes quienes han recibido la vacuna de HB, desarrollan anti-HBs detectable. Sin
embargo, la vacuna contiene uUnicamente los antigenos de superficie del virus y no
tiene inmunidad contra la regién central del virus. Es por eso que un paciente que ha
desarrollado inmunidad después de la vacunacion no se le detecta anti-HBc.
Cualquier paciente que tiene ambas, tanto anti-HBs, como anti-HBc, es por que tiene
inmunidad por su exposicién al virus y no a la vacuna. Sin embargo, el titulo de
anti-HBs tiende a ser alto, en aquellos pacientes que adquirieron inmunidad después
de su exposicion al VHB, y decrece lentamente el anti-HBs que se desarrolla después

de la vacunacion.

El aislamiento del anticuerpo positivo del antigeno core de la hepatitis B, ocurre
cuando un paciente ha tenido un muy largo periodo de hepatitis B. Este paciente es un
portador cronico y tiene un anti-HBs positivo, pero declina su titulo a ser bajo en
funcién del tiempo, justo en los limites de deteccidén de los ensayos estandar. En esta
situacion si el paciente es vacunado puede propulsar el aumento del titulo del
anticuerpo y ahora si sea detectado por el ensayo convencional anti-HBs
(Arroyo,1999).
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Otra posibilidad es que el paciente puede tener niveles verdaderamente bajos de
infeccion viral con HBsAg positivo, pero debajo del limite de deteccion para el ensayo
de HBsAg. Para resolver este problema, el paciente puede ser vacunado con la
vacuna de hepatitis B y la falta de anti-HBs en 2 meses, sugiere inhabilidad para
montar una respuesta inmune, porque continua la presencia del virus (en niveles muy
bajos). Alternativamente la PCR, puede ser usada para detectar niveles bajos de DNA

de HBV en suero, y demuestra la presencia del virus (Ceredo,2000).

Algunos pacientes tienen HBsAg positiva y DNA de HBV positiva, pero HBeAg no
detectable. Muchos de estos pacientes tienen una mutacion particular precore que
introduce un coddén dentro de la secuencia de nuclettidos de HBV, y evita la
produccion de HBeAg. Esta forma particular de infeccion por HBV, si bien esta
descrita primero en paises mediterraneos, también ocurre por toda Europa y Estados
Unidos. En cuanto al comparado del tipo salvaje, con pacientes con HBe positivo y
pacientes infectados con el prenucleo mutante de HBV, tienden a decrecer la

respuesta para interferdn alfa y aumenta la proporcién de recidiva de la posterapia.

Algunos pacientes presentan HBsAg y DNA de HBV positivo, pero HBe no detectable.
Muchos de estos pacientes tienen una particular mutaciéon precore que introduce un
alto dentro del codon de la secuencia de nucleotidos de HBV y evita la produccion de
HBeAg. Esta particular forma de infeccién del HBV la describieron primero paises
mediterraneos, también ocurre por toda Europa y Estados Unidos. Comparando a
pacientes que son HBeAg-positivos con HBV del tipo salvaje, y pacientes infectados
con el precore mutante, se observa un decremento en la respuesta del interferén alfa

y alta reincidencia posterapia (Del Favero,1998).

Algunos pacientes presentan HBsAg positivo y aminotransferasas elevadas, pero DNA
y HBeAg no detectable, como se observa en la figura 13. En éstos pacientes es dificil
excluir otras causas de enfermedad hepatica. Es probable que algunos de estos
pacientes tienen DNA de HBV presente en suero, pero los niveles que son demasiado
bajos para detectarse con pruebas comerciales de DNA. Nuevos ensayos

cuantitativos de PCR son desarrollados actualmente. Este incremento de sensibilidad
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puede identificar DNA de HBV en algunos de éstos pacientes.

Aproximadamente el 10% de pacientes con HBV, se coinfectan con HCV, sin embargo
algunos de éstos numeros varian dependiendo de la poblacion de los pacientes. El
tratamiento de éste grupo de pacientes es complicado, ya que estos presentan una

infeccion mas severa que la observada con virus soélos (Krawitt, 1999).
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Figura 13. Esquema de las manifestaciones tipicas y de laboratorio de la hepatitis viral
aguda tipo B (Friedman,1998).

62



3.3 DIAGNOSTICO DE LA HEPATITIS C

El diagnéstico de laboratorio de la infeccidn por VHC es fundamentalmente seroldgico
y se basa en la deteccion de anti-VHC. La deteccion del RNA viral y la determinacion
del genotipo son, en determinadas circunstancias, una importante ayuda diagnéstica,

en particular en aquellos pacientes susceptibles a ser tratados.

En la figura 14 se pueden observar particulas virales de aproximadamente 50 nm de
diametro en células HPBALL (células T preparadas por D. Simmons) después de 14

dias de infeccién con el virus de la hepatitis C (Fields,1996).

Figura 14. Particulas virales del VHC (Fields,1996).

3.3.1 Diagnostico serologico de la infeccion por VHC
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3.3.1.1 Pruebas de primera generacion.

Utilizando plasma de chimpancés infectados, Choo vy colaboradores (1989)
identificaron un clon (5-1-1) a partir del cual se obtuvo un antigeno recombinante de
E.coli, que unia especificamente anticuerpos presentes en el suero de pacientes con
hepatitis noA noB cronica. Este hallazgo condujo a la identificacién del VHC y al
desarrollo de la primera prueba para detectar anticuerpos circulantes. A partir del clon
5-1-1 se aislaron tres clones que se solapaban (clones 32, 36 y 81) lo que permitié la
reconstrucciéon de un clon (clon C100) que correspondia a casi toda la regiéon NS4 del
VHC, como se observa en la figura 15. El clon C100 fue fusionado con el gen humano
que codifica para la superéxido dismutasa, y expresado en levaduras. El péptido de
fusién resultante (C100-3) fue usado para desarrollar pruebas para la deteccion de
anti-VHC (Alonso,1998).

I < I E1 | E=2 I NS2 l NS3 INS4 1 NSSs

St i thmses eI
{ cssc} lcsoo-a
2 z B Pruebas de segunda generacion
D Ccz2 i Ca33c C100-3 J

Figura 15. Antigenos del VHC utilizados en las pruebas de primera y segunda

generacion (Alonso, 1998).

3.3.1.2 Pruebas de monitoreo

La primera prueba para anti-VHC fue desarrollada a partir de antigenos
recombinantes proporcionados por la compaifia Chiron Corporation. Se trataba de un

enzimoinmunoensayo (EIA) indirecto, donde los pocillos de las placas microtiter se
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habian revestido con la proteina C100-3. Posteriormente, se desarrollaron otras
modalidades de EIA de primera generacion (EIA-1) utilizando como soporte esferas de
poliestireno recubiertas del Ag C100-3 (Alonso,1998).

3.3.1.3 Pruebas de confirmacién y otras pruebas suplementarias

La primera prueba confirmatoria consistia en una técnica de tipo inmunoblot que
usaba antigenos recombinantes (RIBA-1). Los antigenos utilizados fueron el C1003,
producido en levaduras, el 5-1-1, producido en E. coli, y la superdxido dismutasa
humana (SOD). Los antigenos C100-3 y 5-1-1 estaban fusionados a la SOD, la cual
estaba presente como un control para detectar la presencia de anticuerpos
inespecificos. También se incluian como controles internos dos niveles de IgG
humana. Ademas de las pruebas de inmunoblot, se desarrollaron otras pruebas
complementarias que permitieran un diagnéstico mas confiable de la hepatitis C. Entre

estas destacan las pruebas de neutralizacion y la utilizacién de péptidos sintéticos.

En las pruebas de neutralizacion se utilizaron antigenos recombinantes de VHC en
solucion, que actuaban bloqueando la union de los anti-VHC a esferas de poliestireno
revestidas de Ag VHC de reaccion. En estos casos el antigeno utilizado también fue
el C100-3.

También se utilizaron péptidos sintéticos que correspondian a regiones
inmunodominantes del antigeno C100-3 uno de los péptidos contenia toda la
secuencia de 5-1-1 y el otro estaba localizado en el extremo C-terminal del antigeno
C100-3.

Los ensayos de primera generacion permitieron la identificacion de la infeccion por
VHC en la mayoria de los receptores de transfusiones que desarrollaron hepatitis noA
noB ademas, también se pudo identificar en la mayoria de los donantes implicados.
Algunos donantes y receptores, asi como pacientes con hepatitis C cronica fueron
negativos en las pruebas de primera generacién, lo que puso en evidencia que los

equipos desarrollados hasta el momento presentaban una sensibilidad baja (Méndez,
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2003).

La sensibilidad de las pruebas de primera generacion dependia de la poblacidn
estudiada, siendo mas elevada (80-90%) en pacientes con factores de riesgo
parenteral y transaminasas elevadas y mas baja (60%) en donantes de sangre
voluntarios. Este déficit de sensibilidad de las pruebas de primera generacion se
atribuy6 a diversos factores, tales como la variabilidad genémica de VHC, la aparicion
tardia de los anticuerpos en enfermedad aguda e incluso porque algunos sujetos

nunca adquirian anti-C100-3 6 los perdian rapidamente.

Por otra parte, estas primeras pruebas también presentaban una falta de
especificidad importante ya que se podian encontrar falsos positivos en pacientes con
anticuerpos frente a la SOD, en sueros almacenados durante largo tiempo, en
pacientes de regiones tropicales e incluso después de la vacunacion antigripal y en
situaciones que cursaban con hiperglobulinemia o con la presencia de factor
reumatoide. Asi, aunque la implementacion de estas pruebas en los bancos de sangre
a principios de los afos 90 contribuy6 a la reduccion en mas de un 80% del riesgo de
hepatitis postranfusional por cada unidad de sangre transfundida, su déficit de

sensibilidad y especificidad condujo al desarrollo de nuevas pruebas (Alonso,1998).

3.3.1.4 Pruebas de segunda y tercera generacién

Las pruebas de segunda y tercera generacion (EIAs y pruebas de tipo inmunoblot)
incorporaron epitopes adicionales de origen estructural y no estructural. De esta
manera se incluyeron en diversas combinaciones, segun el fabricante, antigenos del
core y de las regiones NS3, NS4 y NS5, tanto de origen recombinante como de

sintesis.

Los ensayos de segunda generacion mejoraron considerablemente la sensibilidad que
presentaban los equipos de primera generacién debido a la inclusién de antigenos
derivados del core y de la region NS3. Los anticuerpos frente a los antigenos C22
(derivado del core) y C33c (derivado de la regidon NS3) son detectables mas

tempranamente después de la infecciéon, de manera mas regular y durante periodos
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de tiempo mas amplios que los anticuerpos frente a C100-3. En la mayoria de los
pacientes se detecta la seroconversion dentro de las primeras cuatro semanas del
inicio de los sintomas cuando se utilizan equipos de primera generacion. La mejora de
la sensibilidad conseguida con estas pruebas ha permitido detectar anti-VHC hasta en
el 95% de las hepatitis postranfusionales noA noB. También se ha mejorado la

seguridad de la transfusion sanguinea (Liang, 2000).

Asi, en un estudio realizado por Janot y colaboradores (1992), se encontré que los
donantes infectados por VHC detectados mediante inmunoblot (positivos o
indeterminados por el RIBA Il), un 40% no fueron detectados por las pruebas de
primera generacion. Los ensayos de tercera generacion, desarrollados
posteriormente, incorporan un antigeno adicional de la region NS5. Sin embargo,
permanece controvertida su implicacion en un incremento de la sensibilidad y/o
especificidad de la pruebas que incluyen este antigeno en relacién con las de segunda
generacion, si bien este antigeno se ha incluido progresivamente en la mayoria de los

equipos de diagnostico comerciales.

Aunque algunos autores han demostrado un aumento de la especificidad con los EIAs
de segunda generacion, ésta continua siendo un problema. La reactividad frente a la
superéxidodismutasa y frente a las proteinas de levadura y E. coli, puede reducirse
incluyendo estas proteinas en las soluciones de dilucién. Sin embargo, las tasas de
falsos positivos permanecen elevadas y no solo en determinadas circunstancias,
como en los casos de sueros procedentes de Africa o en pacientes
hiperglobulinémicos sino también en donantes de sangre. Incluso en algunos estudios
como los de Vyttendaele y colaboradores (1994), el valor predictivo positivo de una
prueba de tercera generacion ha sido tan solo del 50% cuando se ha utilizado en

donantes de sangre (Krawitt, 1999).

3.3.1.5 Otras pruebas seroldgicas

Ademas de las pruebas anteriormente mencionadas destinadas a la deteccién y

confirmacion de anti-VHC, se han investigado otros marcadores serologicos: la
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deteccion de IgM anti-core del VHC (IlgM- VHC) y de anticuerpos frente a las
glicoproteinas de la envoltura viral (anti E1/E2). Entre los usos teoricos de la deteccion
de IgM-VHC se encuentran el acortamiento del intervalo de seroconversion y la

correlacion con la presencia de RNA-VHC en suero.

En el caso de glicoproteinas de envoltura, parece ser que la generacion de los
epitopes antigénicos que puedan ser reconocidos por los anticuerpos del paciente
dependen de la glicosilacion y/o de la formacién de complejos entre E1/E2. Esta
relacion es demostrada por el hecho de que el porcentaje de reactividad es muy
inferior frente a los antigenos producidos en células de mamiferos, las cuales permiten
la glicosilacion y el desarrollo de la compleja estructura de las proteinas viricas
(Alonso, 1998).

Se ha sugerido que la inclusion de proteinas nativas de la envoltura en las pruebas
para anti-VHC podria aumentar la sensibilidad de las pruebas, pudiéndose incluso
detectar anticuerpos en pacientes inmunodeprimidos donde fallan las pruebas
convencionales. También podrian acortar el periodo de seroconversion y ayudar en la
resolucidon de serologias indeterminadas. Ademas, anticuerpos frente a la envoltura
podrian estar estrechamente relacionados con la presencia de viremia (Méndez,
2003).

3.3.2 Deteccidn del RNA del VHC

Las pruebas serolégicas para el diagnéstico de la infeccién por VHC presentan
algunos inconvenientes. Asi, estas pruebas no pueden discriminar entre infeccion
resuelta o actual. Ademas, los anticuerpos no estan presentes en el suero durante el
intervalo de tiempo variable después de la infeccion. Incluso se ha descrito la pérdida
espontanea de anticuerpos en pacientes infectados. Por tanto, ha sido necesario
recurrir a métodos de diagndstico directos para determinar si realmente existe una

infeccion en curso por VHC (Alonso, 1998).

Puesto que no existen métodos de cultivo asequibles ni un modelo animal adecuado
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para el laboratorio clinico y no esta disponible ninguna prueba de inmunoensayo para
detectar antigenos viricos en suero, la viremia de VHC solo se puede diagnosticar
mediante la deteccion del RNA-VHC.

Aunque la deteccién del RNA-VHC se puede utilizar en varios tipos de muestras
(suero, plasma, tejido hepatico, células mononucleares de sangre periférica), el tipo de
muestra mas utilizado con fines clinicos es el suero. La escasa cantidad de particulas
viricas presentes en el suero hace necesaria la amplificacion de secuencias
especificas del RNA del VHC para que se pueda detectar el genoma virico. Existen
varios métodos disponibles, siendo el mas utilizado la reaccion en cadena de la

polimerasa previa transcripcion reversa (RT-PCR) (Krawitt,1999).

Otros métodos aplicados en la deteccion del RNA-VHC son la reaccion en cadena de
la ligasa (LCR) y la amplificacién basada en secuencias de acidos nucleicos. Otro
método utilizado en la deteccion del RNA-VHC basado en la amplificacién de la sefal
y no en la amplificacion del genoma, es la prueba del DNA ramificado (bDNA), que se
describe en la tabla 5, el cual permite la determinacion cuantitativa de los niveles de
RNA en suero de pacientes con una carga viral alta. Las aplicaciones de la deteccion
del RNA-VHC en la investigacion y en el diagndstico se muestra en la siguiente tabla
(Theo,1994).

Tabla 4. Aplicaciones de la deteccion del RNA del virus de la hepatitis C

1.- Diagndstico de la infeccion en estadios tempranos, antes de la aparicién de

anti-VHC

2.- Confirmacion de la infeccion en pacientes con anti-VHC

3.- Distincion entre la infeccion actual y resuelta

4.- Marcador de evolucién de la enfermedad

5.- Estudios de la asociacion entre la infeccidén por VHC y enfermedades
autoinmunes

6.- Prueba de referencia para la validacion de los EIAs anti-VHC

69



7.- Monitorizacion del tratamiento de la hepatitis C

8.- Estudio de los mecanismos de trasmision del VHC

9.- Diagnéstico de la infeccion en el recién nacido de madre infectada

10.- Estudio de la infeccion por VHC en pacientes transplantados

11.- Estudios de la replicacion del VHC (deteccion de cadena negativa )

12.- Deteccidén de VHC en sangre y hemoderivados de donantes seronegativos

13.- Estudios de variabilidad genémica del VHC

(Theo,1994).

3.3.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa previa transcripcion reversa

Puesto que el VHC es un virus RNA y la PCR amplifica DNA, las secuencias del VHC
que van a amplificarse deben ser previamente transcritas a DNA complementario
(cDNA), éste cDNA es posteriormente amplificado mediante PCR. Ademas de la PCR

en la tabla 5 se describen otras técnicas utilizadas para la deteccion de RNA.

Tabla 5. Técnicas mas utilizadas para la deteccion de RNA del virus de hepatitis C

TECNICA FUNDAMENTO PROCEDIMIENTO OBTIENE

Reaccion en Transcribir Desnaturalizacién para

cadena previamente obtener DNA de cadena

de la secuencias del VHC Unica. DNA
polimerasa, a cDNA Unidén de los cebadores a .
. . . complementario

previa éste DNA es las secuencias
transcripcion | amplificado mediante | complementarias del DNA

reversa PCR diana.
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Sintesis de cadenas
complementarias de DNA
nuevas

Reaccion en
cadena de la
ligasa

Se basa en ciclos
repetitivos de union
de sondas de
oligonucledtidos
yuxtapuestos del
acido nucleico diana

Unidn de dos pares de
oligonucledtidos a
secuencias diana.

La ligasa une a cada pary
oligonucledtidos si existe
complementariedad de
bases con la secuencia
diana.
Calentamiento para
desnaturalizar el producto
de doble cadena formado
y permitir asi el inicio de
un nuevo ciclo

DNA

Amplificacion
basada en
secuencias de
acidos
nucleicos

Ciclos repetitivos de
DNA complementario,
utiliza la accion de
tres enzimas que
amplifican en
condiciones
isotérmicas el RNA
diana.

Formacion de cDNA a
partir de RNA diana
mediante el uso de

“‘primers” que contienen
un sitio de unién para la
RNA polimerasa del
bacteriofago T7. La
RNAsa H degrada la
cadena de RNA en el
hibrido RNA-DNA. A partir
del cDNA de cadena
unica, mediante la accion
de la transcriptasa
reversa, se forma cDNA
de doble cadena, el cual
es transcrito a multiples
copias de RNA por accién
de la RNA polimerasa.

Amplificacién
del RNA

del
A

Prueba
D N
ramificado

Hibridacion en
sandwich.

La emision de luz es
directamente
proporcional a la
cantidad de RNA de
VHC presente en la
muestra

El RNA es extraido de los
viriones y ligado a la fase
sélida de una microplaca.
Posteriormente, unas
sondas DNA diana
hibridan con el RNA viral y
con moléculas de DNA
ramificado (bDNA), éstas
moléculas contienen un
unico segmento primario y

DNA y RNA
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una serie de segmentos
secundarios idénticos
unidos covalentemente a
la secuencia primaria. A
los segmentos
secundarios se unen,
mediante hibridacion,
multiples copias de una
sonda marcada con
fosfatasa alcalina. La
deteccion se efectua
mediante la incubacion
del complejo con un
sustrato
quimioluminiscente

(Alonso,1998).

3.3.3 Identificacion de los genotipos infectantes

3.3.3.1 Genotipado del VHC

Actualmente se reconocen 6 genotipos diferentes (1 a 6) basandose en el analisis de
la secuencia de las regiones core, E1 y NS5. Dentro de cada uno de estos genotipos
se reconocen varios subtipos (1a,1b,1c, etc.) de los que se han descrito mas de 50
(70,278,279). EI método fundamental para la identificacion de genotipos es la
secuenciacion del DNA amplificado a partir de RNA de diferentes regiones del VHC y
la identificacion de sustituciones de nucleétidos que estan siempre conservados en un
tipo particular y no existen otros. Una vez efectuado este primer paso, es
relativamente sencillo el desarrollo de métodos para el genotipaje de muestras. Los
métodos basados en el uso de la PCR puede utilizar cebadores o “primers” tipo
especificos disefiados para unirse a secuencias definidas de un determinado genotipo

y que, por lo tanto, no amplifica secuencias de otros tipos (Alonso,1998).

El DNA amplificado de manera no selectiva puede analizarse mediante secuenciacion
directa de nucledtidos, clivage con enzimas de restriccion y electroforesis de los
fragmentos de DNA (RFLP) o mediante ensayos de hibridacion mediante sondas

especificas. La region codificadora del genoma del VHC es tan variable que impide la
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amplificacion de todos los tipos usando el mismo equipo de “primers”. Por esta razon
se suele escoger la region 5’ NC, en la que es facil encontrar secuencias conservadas.
También se pueden utilizar “primers” conservados de distintos genotipos (Méndez,
2003).

Tabla 6. Métodos utilizados en la identificacion de genotipos del VHC

A. Métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

1. Amplificacién y secuenciacion de las regiones gendémicas: NS5, E1,5'NC.
NS3, core

2. Uso de “primers” tipo especificos: core

3. Clivaje con endonucleasas de restriccion y electroforesis de los
fragmentos amplicones (RFLP)

4. Hibridacion de los amplicones con sondas tipo y subtipo especificas

B. Métodos serologicos
1. Uso de péptidos sintéticos tipo especificos derivados de la region NS4
2. Uso de antigenos derivados del core

3. Uso de péptidos procedentes del core, NS4 y NS5

(Alonso,1998).
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Entre las técnicas de genotipado del VHC que se han desarrollado, las mas sencillas y
extendidas son las basadas en la hibridacion reversa de los amplificados obtenidos
mediante RT-PCR de la regiéon 5 no codificada. Sobre las tiras de nitrocelulosa han
sido fijadas sondas de oligonucleétidos especificos derivados de la regién 5 no
codificadora del VHC mediante una cola poli-T. Cada tira de nitrocelulosa soporta las
sondas correspondientes a los diferentes genotipos y subtipos, de forma que una
misma tira permite la identificacion completa de los genotipos y subtipos mas

frecuentes (Liang,2000).

Los amplificados, previamente marcados con biotina durante la amplificacion son
incubados con las tiras a 50°C para permitir su hibridacion con las sondas fijadas a la
nitrocelulosa. Cada amplificado se une a su sonda correspondiente debido a la alta
especificidad de la reaccion, permitiendo de esta forma llegar a la identificacion hasta
subtipo. Después de lavar se incuba con estreptavidina conjugada con fosfatasa

alcalina a temperatura ambiente.

El desarrollo del color se efectia mediante la adicion de nitroazul de tetrazolio (NBT) y
fosfato de bromocloroindol (BCIP). Cada tira dispone de un total de 15 bandas. La
primera de ellas es utilizada como control de la adicion del conjugado. La segunda
contiene una sonda universal que hibrida con los amplicones de cualquier genotipo.
Las siguientes 13 bandas permiten la diferenciacién de los siguientes genotipos y
subtipos del VHC como se observa en la figura 16 siguiendo el esquema de
Simmonds y colaboradores (1994): 1,1a,1b,2,2a,2b,3a,3b,4a y 5a (Méndez,2003).
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Figura 16. Esquema de la identificacion de genotipos con la prueba de Inno-Lipa HCV
(Alonso,1998).

Esta técnica es facilmente automatizable y permite el estudio simultaneo de varios
amplificados obtenidos de diferentes sueros. Ademas, ayuda a la identificacion de
infecciones mixtas por varios genotipos siempre que la concentracion del genotipo sea
como minimo el 1% del total de amplificados. Sin embargo, es preciso tener en cuenta
que algunas de las técnicas de amplificacion que utilizan como diana la region 5’ no
codificante presentan una sensibilidad baja para la deteccion de algunos genotipos
como el 2 y el 3. Ademas la utilizacion de ésta regidon no permite la discriminacion
entre algunos subtipos como el 2a y el 2c. Por otra parte la concordancia de

resultados es proxima al 100% cuando se compara con otras técnicas de genotipado
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como la secuenciacion de la regién 5 no codificante o el analisis de esta region
mediante RFLP (Alonso, 1998).

3.3.4 Pruebas de serotipado del VHC

Las pruebas de serotipado aparecieron inicialmente y se disefiaron como alternativa a
las pruebas de genotipado dado el elevado costo y la dificultad de la técnica que estas
pruebas presentaban en un principio. También se ha propuesto su utilidad para el
estudio de la epidemiologia de la infeccién por VHC, especialmente cuando no es
posible detectar el RNA viral (muestras inadecuadamente almacenadas o pacientes
que han aclarado el virus). Las pruebas de serotipado del VHC se basan en la
respuesta serologica tipo especifica frente a determinados antigenos
correspondientes a regiones del genoma del VHC variables entre genotipos. Asi,
estudios iniciales realizados por Tsukiyama-Kohara y colaboradores (1993), muestran
que existe una respuesta seroldgica grupo especifica correspondiente a lo que
denominaron grupos 1y 2 del VHC, utilizando un antigeno derivado de la zona limite

entre las regiones NS3 y NS4.

Los mismos autores no encuentran antigenos grupo especificos usando péptidos
derivados del core y de la regién NS3. Sin embargo, otros autores, utilizando péptidos
sintéticos derivados del core fueron capaces de diferenciar dos tipos serolégicos,
serotipo 1 correspondiente a los genotipos 1 y 3, y serotipo 2 correspondiente al
genotipo 2. No obstante, el grado de divergencia no era suficiente para permitir la

diferenciacién del serotipo 3 (Alonso,1998).

La regibn NS4, menos conservada entre genotipos, ha permitido una mejor
discriminacion de variantes. Tanaka y colaboradores (1994), utilizando un antigeno
recombinante derivado de la region NS4, clasifican el VHC en dos grupos (1 y 2).

Simmonds y colaboradores (1993), mediante el uso de péptidos sintéticos
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correspondientes a dos determinantes antigénicas de la region NS4, distinguen los
serotipos 1, 2 y 3. Una mejora posterior de dicha prueba, permitio la diferenciacion de
los serotipos 1,2,3,4,5 y 6 (Krawitt,1999).

Los serotipos del VHC se pueden estudiar mediante una prueba de ELISA que utiliza
péptidos sintéticos derivados de dos determinantes antigénicos de la regién NS4a del
VHC para diferenciar los anticuerpos frente a los serotipos 1,2,3,4,5 y 6. Para cada
muestra se usa una serie de 8 pocillos, cada uno de ellos esta revestido con péptidos
correspondientes a todos los serotipos (1 al 6). En 6 de los pocillos una dilucién 1/20
de la muestra es incubada junto con una solucion bloqueante de péptidos (en una
concentracion 100 veces superior a la usada para revestir los pocillos)
correspondientes a 5 de los 6 serotipos con objeto de eliminar la reactividad cruzada

entre serotipos.

En otro pocillo la muestra diluida es incubada con una solucion blogueante
correspondiente a todos los serotipos (control bloqueado) con la finalidad de detectar
reactividades inespecificas. Por ultimo, en uno de los pocillos la muestra diluida es
incubada sin solucién bloqueante (control no bloqueado) con objeto de detectar la
reactividad total frente a todos los antigenos utilizados. Se considera que estan
presente anticuerpos frente a un determinado serotipo cuando se cumplen
condiciones: a) que la absorbancia del control no bloqueado menos la del control
bloqueado sea mayor o igual a 0.1 y b) que la absorbancia del pocillo correspondiente
de dicho serotipo dividida por la del control no bloqueado sea mayor o igual a 0.4
(Alonso,1998).

3.3.4.1 Pruebas de genotipado versus serotipado

En la prueba comercial de serotipado basada en la desarrollada por Bhattacherjee y
colaboradores (1995), la primera diferencia a destacar es el elevado numero de
pacientes en los que no se identifica el serotipo con respecto a la prueba de
genotipado, lo que sin duda es debido a la dependencia de la respuesta serologica

frente a antigenos de la region NS4, la cual ha probado ser poco sensible en el
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diagndstico serolégico de la infeccion por VHC. La sensibilidad global de la prueba de
serotipado varia entre el 90% obtenido por Simmonds y colaboradores (1993) y
Bhatacherjee y colaboradores (1995) y el 65% comunicado por Montesano y
colaboradores (1996).

En un estudio llevado acabo recientemente, la sensibilidad global de la prueba de
serotipado alcanzé el 76.3%, sensibilidad significativamente inferior a la obtenida en la
prueba de genotipado (97.7%). La menor sensibilidad se presenté en aquellos
pacientes que tenian genotipo 1a (70.6%) y 1b (77.5%). Por otra parte, Bhattacherjee
y colaboradores (1995) describen una menor sensibilidad de la prueba de serotipado
para detectar anticuerpos tipo especificos en pacientes infectados por los genotipos
1by 4 (Liang,2000).

Por otra parte la deteccién de reactividad frente a serotipos poco frecuentes (serotipos
5 y 6) acompafiado de otros serotipos mas frecuentes (serotipos 1 y 3) en pacientes
con infecciones mixtas, junto con la no deteccion en ningun caso de los genotipos
correspondientes, parece indicar la existencia de una falta de especificidad al menos

en determinadas circunstancias.

La prevalencia de los distintos serotipos tanto en el conjunto de los pacientes como
dentro de cada factor de riesgo estudiado es muy similar a la observada entre los
genotipos correspondientes. Sin embargo, la imposibilidad de distinguir subtipos
dentro de cada serotipo constituye una limitacién de la pruebas que puede afectar
tanto al conocimiento de la epidemiologia de las variantes del VHC como su utilidad
clinica incapacidad para diferenciar el subtipo 1b, el cual se ha asociado con una peor

respuesta al interferén (Arroyo,1999).

Por el contrario, con la prueba de serotipado se detecta un mayor numero de
infecciones mixtas (mas de un serotipo), actuales o pasadas, que con la prueba de
genotipado. Este hecho era de esperar teniendo en cuenta la capacidad de la prueba
de serotipado para detectar anticuerpos independientemente si el virus se encuentra
en suero o no y de la porcion en que esté presente una determinada variante. Se ha

descrito una mayor frecuencia de infecciones mixtas en pacientes con riesgo de
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multiples exposiciones al virus (especialmente hemofilicos) (Méndez,2003).

La concordancia entre el genotipado y el serotipado es préxima al 100%, encontrando
pocas excepciones. En cambio también se han encontrado niveles de concordancia

mas bajos y las variables segun el genotipo (desde menos del 60% hasta el 100%).

Las discrepancias que se puedan observar entre las pruebas de serotipado y
genotipado, pueden explicarse por la infeccidon antigua en un paciente reinfectado
recientemente por un genotipo diferente. También podrian explicarse por la existencia
de determinadas variantes dentro de cada serotipo con un grado de similitud
antigénica importante en los péptidos usados en la prueba que impida su
diferenciacién. La misma explicacion seria valida para algunos casos en que se
detecta una falsa infeccién mixta, como por ejemplo, en pacientes con anticuerpos
frente a los serotipos 1 y 6 podria tratarse en realidad de una infeccién por una
variante del serotipo 1 que comparte determinantes antigénicos con el serotipo 6
(Krawitt,1999).

Con los péptidos utilizados en la prueba de serotipado se ha descrito un componente
de reactividad cruzada ademas de la tipo especifica. El hallazgo de pacientes con
anticuerpos frente a NS4 en la prueba de serotipado en los que no se puede
determinar el serotipo, pero que presentan reactividad en el pocillo destinado a
detectar anticuerpos de cualquiera de los 6 serotipos (control no bloqueado), sugiere
el predominio en algunos casos de una respuesta serolégica poco especifica
(reactividad cruzada) sobre la respuesta especifica, con el consiguiente bloqueo de los

anticuerpos por cualquiera de los péptidos utilizados.

Similar explicacion puede justificar los niveles de absorbancia tipo especifica mas
bajos encontrados en el serotipo 4. Bhattacherjee y colaboradores (1995), observan
este fendbmeno menores niveles de anticuerpos tipo especificos frente a los serotipos
4,5y 6 que frente a los tipos 1,2 y 3 y lo atribuyen a la similitud en los serotipos 4,5y
6 de uno de los antigenos usados en la prueba con lo que los anticuerpos frente a
cualquiera de dichos serotipos podrian ser absorbidos por antigenos correspondientes

a los dos restantes (Alonso,1998).
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3.3.5 Relacion de la respuesta seroldgica con la presencia de RNA-VHC y con el

grado de afectacion hepatica

Las primeras pruebas disponibles para el diagnostico serologico de la infeccion por
VHC utilizaban un antigeno recombinante (c100-3) que corresponde a casi toda la
region NS4 del genoma viral. Dichas pruebas permitieron asociar la mayor parte de las
hepatitis noA noB postransfusionales y muchas de las esporadicas con el VHC. Sin
embargo, la sensibilidad y la especificidad de estas pruebas de primera generacion
eran bajas, y los cuadros clinicos asociados a la seropositividad de estas pruebas

variaban entre la no afectacion hepatica y cuadros graves de cirrosis vy

hepatocarcinoma. El desarrollo de las pruebas de 2@ generacién y posteriormente de
32 generacién, mejord la sensibilidad y especificidad de las pruebas al incorporar
epitopes de origen estructural y no estructural. Sin embargo, aun a pesar de estos
importantes avances, siguen planteandose algunos problemas de especificidad,
algunos autores encuentran valores predictivos positivos de soélo el 50% en donantes
de sangre. Esto quiere decir que existe la posibilidad de que algunos portadores del
VHC no sean detectados mediante las pruebas seroldgicas, esto es, existen personas

seronegativas que presentan RNA VHC en sangre (Méndez,2003).

La correlacion encontrada entre el resultado de las pruebas anti-VHC y la deteccién de
RNA-VHC varia segun los autores. Reuter y colaboradores (1995), encuentran una
correlacion mayor del 97% entre la deteccion de anti-VHC mediante una prueba de 22
generacion y la presencia de RNA de VHC. Sin embargo, Brown y colaboradores
(1993) en pacientes con enfermedad hepatica diagnosticada encuentran RNA-VHC en
sblo el 60% de los casos con anti-VHC. Echevarria y colaboradores (1995) en

donantes de sangre encuentran un porcentaje inferior (46%) (Krawitt,1999).

Estas diferencias son debidas a distintos grupos de poblacién estudiados por los
diferentes autores. En los casos de hepatitis aguda autolimitada en el estadio precoz
de la infeccion la presencia de RNA-VHC no se acompafa de la presencia de

anticuerpos ni de signos ni sintomas de afectacion hepatica. Por el contrario, una vez
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resuelta la enfermedad, hecho que sucede en un 20-30% de los casos, solo persiste
el recuerdo serolégico, no detectandose RNA-VHC ni actividad hepatica. Ademas
desde el punto de vista serolégico no existe asociacion entre la presencia de
anticuerpos frente a las diferentes proteinas viricas y las distintas fases de la
enfermedad ni con su grado de actividad, aunque en algunos casos se ha observado
que los anticuerpos frente al VHC pueden desaparecer con la resolucion de la
enfermedad (Liang,2000).

En los pacientes con evolucion cronica después de la fase aguda, la actividad
hepatica puede ser muy variable segun los pacientes. Las transaminasas pueden
fluctuar siendo frecuente que la normalizacién de los niveles de transaminasas se
correspondan con niveles bajos o negativizaciones temporales del RNA-VHC sérico.
En cambio, no existe asociacion entre el patron de respuesta serolégica con los
niveles de ALT ni con el tipo de lesién histologica hepatica. Todo sugiere que la
respuesta serolégica frente a distintos antigenos del VHC dista mucho de ser

realmente util como marcador en la evolucion clinica de la enfermedad (Alonso,1998).

3.3.6 Relacién entre la presencia de IgM-VHC, RNA-VHC y afectacion hepatica

En gran parte de los procesos infecciosos los anticuerpos de clase IgM indican una
infeccion en la fase aguda o reciente. Sin embargo, en el caso de la hepatitis C la
presencia de IgM especifica frente a antigenos del VHC resulta controvertida.
Diferentes autores han encontrado una asociacion entre la presencia de anticuerpos
IgM frente al core del VHC (IgM-VHC) con la persistencia de RNA viral (marcador de
infeccion por el VHC) y con la actividad de la enfermedad hepatica. Brillanti y
colaboradores (1993) proponen la deteccion de IgM-VHC como un buen marcador de
la actividad de la enfermedad tanto en la fase aguda como en la crdnica, existiendo
una buena correlacién entre el titulo de IgM-VHC y los parametros bioquimicos de la

enfermedad hepatica (Gamboa,2000).

Hellstron y colaboradores (1993), encuentran una fuerte asociacion entre la deteccién

de anticuerpos IgM-VHC vy la presencia de RNA del VHC en suero. Por el contrario,
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Akbar y colaboradores (1993) no encuentran correlacién entre el titulo de IgM-VHC y
la actividad o duracion de la enfermedad y Zaaijer y colaboradores (1993) observan
que la respuesta de anticuerpos IgM-VHC es altamente variable, pudiendo estar
ausente, aparecer tardiamente o persistir después de la infeccion por VHC. Asi mismo
estos autores, tampoco encuentran correlacion entre la deteccién de IgM-VHC vy la
presencia de RNA VHC (Alonso,1998).

La deteccion de anticuerpos IgM-VHC es de escaso valor cuando se trata de predecir
un estado de infeccion actual por el VHC. No se ha encontrado asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de IgM-VHC y niveles patoldgicos de
ALT (40.6% con IgM y ALT elevadas frente al 39.6% con IgM-VHC negativas y ALT
elevadas). Tampoco se ha encontrado ninguna asociacién entre la presencia de
IgM-VHC y los diferentes cuadros anatomopatologicos. Menos del 50% de los
pacientes con RNA de VHC detectable en suero presentaban IgM-VHC, lo cual

contrasta con el 70% encontrado por Hellstron y colaboradores (1993) (Méndez,2003).

3.3.7 Relacion de los genotipos con el cuadro clinico hepatico

Se piensa que la persistencia de la infeccion por VHC, en forma quiescente o activa,
ocurre en la mayoria de los pacientes, cursando en muchos casos (50-60%) en forma
de hepatitis cronica. El hallazgo de la diversidad genética del VHC dio lugar a la
hipétesis de que la mayor o menor severidad de los cuadros clinicos y su evolucion
podria estar relacionada con determinados genotipos. Los estudios efectuados hasta
la fecha no son concluyentes. McOmish y colaboradores (1993), encuentran una
mayor frecuencia de anormalidades de la funcion hepatica en los pacientes infectados
con el tipo 3 que los infectados con el tipo 1 y 2, si bien dudan del verdadero

significado patogénico de este hecho (Gamboa,2000).

Dusheiko y colaboradores (1994), no encuentran diferencias en los niveles de
aminotransferasas entre los genotipos 1,2,3 y 4 pero sugieren la asociacién del
genotipo 1 con lesiones histoldégicas mas severas del higado. Pozzato y colaboradores

(1993), en ltalia y Francia, encuentran el genotipo 1b mas frecuentemente asociado
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con cirrosis hepatica. Takada y colaboradores (1993) encuentran, en muestras
procedentes de Espafa, mas frecuentemente el genotipo 1b en pacientes con
carcinoma hepatocelular que en pacientes sin cancer, aunque el numero de muestras

examinadas fue pequenio.

En otro estudio Takada y colaboradores (1992), no encuentran diferencias clinicas
entre los genotipos 1 y 2. Yamada y colaboradores (1994), tras estudiar las lesiones
histolégicas hepaticas en 251 pacientes japoneses, sugieren que es poco probable la
relacion entre genotipos del VHC vy la severidad de la enfermedad hepatica. Tampoco
Pontisso y colaboradores (1993) encuentran diferencias entre los genotipos 1y 2 en la

duracion de la enfermedad y los niveles de ALT (Alonso,1998).

En conjunto, la hepatitis cronica persistente y la hepatitis crénica activa son las
lesiones mas frecuentes seguidas de la cirrosis. La hepatitis crénica activa es mas
frecuente, seguida de la cirrosis en las que es un hecho que la edad avanzada como
la duracién de la infeccién se asocian con la progresion de la enfermedad hacia la
cirrosis. En general, el genotipo 1b ha sido encontrado por la mayoria de los autores
con mas frecuencia que otros genotipos en los pacientes con lesiones histolégicas
mas graves (especialmente cirrosis y carcinoma hepatocelular). Es preciso tener en
cuenta que el genotipo 1b es el prevalente en las areas donde se han realizado los
diferentes estudios. Por tanto, dos factores (edad y genotipo 1b) entre otros parecen
estar asociados muy estrechamente con la progresion hacia la cirrosis, por lo que la
coincidencia de ambos factores en la mayoria de los pacientes dificulta la valoracion

de la influencia de cada uno de ellos en particular (Gamboa,2000).

3.3.8 Relacion entre la respuesta serolégica y el genotipo del VHC

Un problema que ha preocupado especialmente es el posible efecto de la
heterogeneidad del VHC en el diagnéstico serolégico de la infeccion. Todas las
pruebas disponibles actualmente para la deteccién de anticuerpos utilizan antigenos
derivados del genotipo 1, lo que podria plantear problemas para detectar infecciones

por otros genotipos.
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El grado de diversidad genética del VHC es variable segun la regién gendmica
considerada, encontrandose distintos grados de especificidad de la respuesta
seroldgica segun los genotipos. Asi los ensayos de primera generacién que utilizaban
la proteina recombinante ¢100-3 (procede de la region NS4 del genoma), fallaban con
frecuencia en detectar infecciones por genotipos distintos al 1. Stuyver vy
colaboradores (1993) encuentran una respuesta seroldgica intensa frente a un péptido
sintético derivado de la regién NS4a del genotipo 3 en pacientes infectados por dicho
genotipo, los cuales habian sido negativos para anticuerpos anti-NS4 en ensayos
convencionales. Simmonds y colaboradores (1993) encuentran un alto componente de
respuesta seroldgica tipo especifica, con una débil reactividad cruzada, frente a dos
epitopes inmunodominantes de la region NS4, lo cual les permitid desarrollar una

prueba para diferenciar serolégicamente los tipos 1, 2 y 3 (Krawitt,1999).

Hougthon y colaboradores (1991) informan que el antigeno ¢100-3 derivado de la
variante VHC-1 (genotipo 1 a) es altamente eficiente para detectar infecciones por los
grupos | (en el que se incluyen variantes del genotipo 1a) y Il (el cual incluye variantes
del genotipo 1b.) También ha sido encontrado por algunos autores un déficit de
reactividad cruzada frente antigenos derivados de la region NS3, NS5 y envoltura.
Para el caso de antigenos derivados de la capside la reactividad parece mas
universal, aunque Machida y colaboradores (1991) distinguen dos subtipos del VHC

basandose en diferencias antigénicas de dicha region (Alonso,1998).
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4. 0 EPIDEMIOLOGIAY CONTROL DE LA HEPATITIS C

4.1 Epidemiologia del virus de la hepatitis C

La hepatitis noA noB es bien conocida desde muchos afos antes que su agente
responsable, destacando su asociacion con las trasfusiones sanguineas y su tendencia

a la cronicidad.

A nivel mundial se estima que existen mas de 170 millones de personas infectadas de
forma croénica por el virus de la hepatitis C (VHC) lo que representa alrededor del 3 por
ciento de la poblacion mundial, a la vez que se producen de tres a cuatro millones de
nuevos infectados cada afo. La situacion epidemioldgica varia mucho de unos paises
a otros, en funcion, sobre todo, de su nivel de desarrollo socioeconémico. En los
Estados Unidos se estima que el numero de portadores es de 2.7 millones de
personas. En Francia el numero de portadores se estima en 600,000, en ltalia se

aportan cifras de 1,500,000 de personas afectadas.

En Espafia, algunos estudios realizados de base poblacional aportan tasas de
prevalencia del 12.67% de la poblacién, lo que supone de 400,000 a 1,000,000
personas infectadas. Las cifras se elevan considerablemente en paises de Africa
subsahariana y Egipto, en donde se han comunicado prevalencias de infeccién
superiores al 15% de la poblacion. Desafortunadamente, es muy dificil conocer las
tasas de incidencia real de la enfermedad, dado que puede permanecer largo tiempo
asintomatica, pasando inadvertida y no comunicandose de forma adecuada los nuevos
casos (Abdo,2003). En la figura 17 se ubica la prevalencia de la enfermedad a nivel

mundial en términos de porcentaje.
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Figura 17. Distribucién mundial de la prevalencia de hepatitis C (hepatitisc2000.com)

En cuanto a la distribucién por edades, en Espafia se observan mayores tasas de
prevalencia en pacientes mayores de 65 afos que en pacientes mas jovenes, sin
embargo la prevalencia en personas entre 25-30 afios observada en algunos estudios
llega hasta el 2 por ciento, lo que indica que la progresion de la enfermedad esta lejos

de estar totalmente controlada.
Alrededor de 4 millones de estadounidenses tienen el virus de Hepatitis C (VHC). En

los Estados Unidos, aproximadamente 1 de cada 50 latinos esta infectado con el VHC,

y para el 2025 se espera que se duplique la poblacion hispana (Liang,2000).
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4.1.1 Distribucién mundial de los genotipos

El VHC esta clasificado en base a la secuencia gendmica en 6 genotipos (1-6) y
aproximadamente en 6 subtipos (a,b,c,etc.). Los genotipos del 1 al 3 son de
distribucion mundial, los subtipos 1a, 1b, 2a, 2b y 3a, representan la mayoria de los
subtipos en el norte y sur de América, Australia, oeste de Europa y Japon, como se
aprecia en la tabla 7. Areas endémicas del genotipo 1 y 2 son especificos
fundamentalmente en el oeste de Africa, en el oeste de Africa el tipo 4, en la India el
tipo 3, en Africa central el tipo 4 y en el sureste de Asia el tipo 6. No existe un area

endémica del genotipo 5 (Liang, 2000).

Tabla 7. Distribucion geografica de los genotipos de VHC

Genotipo Paises
1a Holanda, Hungria, Italia, Espanfia,
Alemania, USA, Brasil, Australia,
Malasia, Tailandia.
1b Holanda, Hungria, Italia, Espafia,
Alemania, Francia, Rusia, USA, Brasil,
Argentina, Australia, China, Japon,

Taiwan.
1c Libano
2a Escocia, Espana, USA, China, Japon,
Taiwan.
2b Escocia, USA, China, Japén,Taiwan
2c Escocia, Italia, Argentina.
3a Escocia, ltalia, Finlandia, Italia, Espafia,

Alemania, Suecia, USA, Malasia,
Tailandia, Nepal, Singapur.

3b Tailandia, Nepal.

4a Italia, Espana, Grecia, Egipto, Zaire.
5b Republica de Sudafrica

6a Hong-Kong, Macao, Vietnam.

(Alonso,1998).

4 .2 Situacion en México
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Si bien la hepatitis noA noB se ha reconocido mejor en asociacion con transfusiéon de
sangre y hemoderivados, debe admitirse que la mayoria de los casos ocurren sin
exposicion manifiesta de la sangre. Muchos de los aspectos epidemiolégicos de la
hepatitis C se asemejan a los de la hepatitis B. Se han demostrado infecciones
cronicas y también hay un estado de portador crénico en personas con manifestacion
escasa o nula que permite la transmision del virus por medio de estos donadores

aparentemente sanos (ssa.gob).

En México las enfermedades hepaticas ocupan el tercer lugar de mortalidad y la
hepatitis se considera ahora un problema importante de salud nacional, sobre todo por

la cronicidad que se desarrolla, y en esto la hepatitis C tiene un papel importante.

Observando los datos epidemiolégicos del ano 2002 por grupos de edad, la mayor
incidencia de hepatitis viral tipo C, se encuentra, en 25-44 afios con 597 casos, con
mayor numero de casos esta Baja California Norte 103 casos, esto explica que la
infeccion aparece, en la mayoria de los casos después de una transfusion, o por via
sexual, en segundo lugar de la incidencia se encuentra el grupo de edad de 50 a 59
afos con 222 casos, lo que también podria confirmar que después de varios afios se

presenta la sintomatologia y se hace manifiesta la enfermedad.

Segun el boletin epidemiolégico, en el afio 2003 se encontraron un total de 19,942
casos de hepatitis virales y en 2002 fueron 19,614 casos en total. En éstos se incluyen

la hepatitis A y la C (dgepi.salud.gob).

Los datos de hepatitis viral tipo C por grupo de edad la mayor incidencia a nivel
nacional en el aio 2003 se encuentra en la edad de 60-64 afios con una tasa global de
3.84, la tasa global son cada 100 000 habitantes. Seguido por el grupo de 50-59 afos,
lo que muestra que la enfermedad se presenta en edades tardias después de un
periodo de incubacién largo, y con mayor prevalencia en el estado de Baja California

Norte seguido por el estado de Chihuahua.

Considerando solo la poblacién femenina del pais, el grupo de edad con mayor

incidencia es el de 50-59 afios con una tasa global de 157, seguido de la edad de
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25-44 anos y la entidad federativa con mayor numero de casos es el Distrito Federal,

seguido del Estado de México con 69 casos (dgepi.salud.gob).

En cuanto a la poblacién masculina, el grupo de edad de mayor incidencia se presenta
en 45-49 afos, con una tasa de 3.14, seguido de la edad de 60-64 afios. Y la entidad
federativa de mayor prevalencia es el estado de Baja California, seguido por el estado

de Chihuahua (dgepi.salud.gob).

De los casos de enfermedades registradas en el afo 2003, de ambos géneros, la

hepatitis C, tuvo un total de 1382 casos reportados, estas notificaciones fueron :

SSA 388
IMSS 577
ISSSTE | 173
IMSS/OP | 13
DIF 5
PEMEX 14
SEDENA | 4
SEDEMA | 0
R
OTRAS | 208
TOTAL | 138
1

En el afio 2003 los casos de hepatitis C aguda de mayor incidencia se encuentran en
el grupo de edad de 25-44 ainos, seguido del grupo de edad de 50-59 afnos y la entidad
federativa con mayor numero de casos es el Distrito Federal con 250 casos, en ambos
géneros, seguido de Baja California con 197 casos y Chihuahua con 125 casos. Los
meses en los que mas casos se presentaron fueron junio y julio con 161 y 136 casos

respectivamente.
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Como se puede observar en la tabla 8, el numero de defunciones causada por el virus

de la hepatitis C, se ha ido incrementando cada afio, y las mujeres son las mas

afectadas por esta enfermedad. Del afio 2002 a 2003 no fue muy significativo el

aumento y disminuyé en los varones (dgepi.salud.gob).

Tabla 8. Numero de defunciones por hepatitis C

4.3 FORMAS DE TRANSMISION

Ano Hombre|Mujere |Total
S S
2000 99 218 317
2001 124 290 414
2002 162 343 505
2003 151 359 510
(INEGI).

La hepatitis C es un grave problema de salud en México y en todo el mundo, en los
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ultimos anos se ha incrementado a tal grado que el porcentaje de portadores es cuatro
veces mayor al de infectados con el VIH. Existen diversas maneras de transmision del
VHC al organismo, el principal mecanismo es por via parenteral, el grupo de mayor
riesgo de contraer la enfermedad en los paises desarrollados son los adictos a drogas
por via parenteral (ADVP). La transmisién a través de transfusiones llega a ocurrir a
pesar de la drastica disminucion a partir de la introduccion de las pruebas de monitoreo
para anti-VHC en donantes de sangre. De cualquier manera existen varios
mecanismos por los cuales una persona corre el riesgo de infectarse del VHC entre los

cuales estan los siguientes:

4 3.1 Parenteral

4.3.1.1 Postransfusional. EI VHC es el virus de las hepatitis después de las
transfusiones. La sustituciéon de las donaciones remuneradas y la introduccion en los
bancos de sangre de métodos diagndsticos adecuados ha reducido el riesgo de
transmision a tasas de 0.001 por ciento por unidad transfundida, lo que significa que
actualmente practicamente no existen nuevos casos de hepatitis C postransfusional.
Los hemofilicos, talasémicos y pacientes con hipogammaglobulinemia son colectivos
con elevada prevalencia de anti-VHC al haber recibido tratamientos sustitutivos con
derivados hematicos (Arroyo,1999).

4.3.1.2 Hemodialisis. Programas de hemodialisis han hecho que pacientes con

insuficiencia renal cronica presenten cifras altas de prevalencia de infeccion por VHC.

4.3.1.3 Usuarios de drogas por via parenteral (UDVP). Son actualmente el principal
mecanismo de transmision del VHC, con cifras de prevalencia entre el 50-100 por
ciento, dependiendo del tiempo de inicio de la adiccién. Constituye la primera causa de
infeccién en adultos jovenes. Esta se adquiere habitualmente al compartir jeringas y en
los seis primeros meses de conducta adictiva. Hay estudios que sefalan que el
consumo intranasal de cocaina constituye una actividad de riesgo de infeccion
posiblemente al compartir material utilizado y debido a la existencia de erosiones

nasales (Arroyo,2001).

4.3.1.4 Trasplante de 6rganos. La transmisién del VHC en trasplante de 6rganos esta
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bien documentada a través de estudios retrospectivos. Se han encontrado
prevalencias de anti-VHC de hasta el 96% en receptores de donantes anti-VHC
positivos, aun cuando la supervivencia y las tasas de rechazo no sufren variaciones a
los 5 afios (Abdo,2003).

4.3.1.5 Personal laboral sanitario. El riesgo de infeccion tras puncién accidental del
personal laboral sanitario con material contaminado es bajo, el riesgo se ha
considerado globalmente del 1%, cifra baja y acorde con el hallazgo de una

prevalencia muy similar en el personal sanitario que en la poblacién general.

4.3.1.6 Tatuajes y transgresiones cutaneas. Los tatuajes y las perforaciones podrian
potencialmente ser mecanismos de transmision del VHC si no se realizan en
condiciones sanitarias adecuadas. Otros factores como la realizacion de manicure, uso
de navajas de afeitar, el compartir cepillos de dientes u otros procedimientos

cosméticos son potenciales mecanismos de transmisién (Méndez,2003).

4.3.2 No parenteral

Sélo la mitad de los pacientes con infeccidon cronica por el VHC o de los donantes
voluntarios de sangre VHC positivos reconocen antecedentes de posible adquisicidén

parenteral, por tanto existen otras vias, llamadas esporadicas.

4.3.2.1 Transmision sexual. Existen estudios que muestran bajas tasas de infeccion
por VHC en grupos de poblacién con practicas de riesgo en sus relaciones sexuales,
como prostitutas, homosexuales promiscuos y pacientes a los que se les ha
diagnosticado alguna enfermedad de transmision sexual. El virus de la hepatitis C se
ha detectado en el semen y/o en los fluidos vaginales en baja cantidad para el
contagio, por lo que el riesgo de transmisidén sexual del VHC es muy pequefio (2 al
4%). La transmision en parejas estables se ha situado como menor del 5%, lo cual

demuestra que la transmision por esta via es posible, pero muy baja.

Se calcula que el riesgo de que una persona se infecte manteniendo relaciones

sexuales sin proteccion con una sola pareja infectada con el VHC es del 2.5% después
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de 20 anos de relacion. Segun algunos estudios la transmisién sexual de hombre a
mujer podria ser mas facil que la de mujer a hombre. El riesgo de contagio es mayor
durante el periodo menstrual, dado que el VHC se contagia fundamentalmente por la
sangre, el sexo anal es mas peligroso y las ulceras genitales pueden aumentar el
riesgo de transmision del VHC. El sexo oral no representa riesgo excepto si existen

ulceras en la boca o sangrado por encias (Abdo,2003).

4.3.2.2 Transmision intrafamiliar. El contacto doméstico con pacientes infectados se ha
incluido como causa de transmision del VHC. Las familias de estos pacientes muestran
con frecuencia tasas de anticuerpos para el VHC mayores que en la poblacién general,
explicandose quizas por compartir cepillos de dientes, maquinas de afeitar, etc. No
existen pruebas concluyentes de transmisidén en el hogar a través de actividades en las

gue no haya contacto sanguineo.

4.3.2.3 Transmision vertical madre-hijo. Ocurre en menos del 6 por ciento de los nifios
nacidos de madres infectadas por VHC. No parece influir el que el parto sea por via
natural o mediante cesarea y no estd demostrado que la alimentacién por leche
materna sea una via de infeccion en este grupo de pacientes. No existe
contraindicacion para el embarazo en mujeres infectadas por el VHC. EI VHC no se ha

encontrado en la leche materna.

La prevalencia de infeccion C es relativamente baja en la infancia, situandose entre el

0.1y el 0.4% en los paises occidentales.

4.3.2.4 Cocaina inhalada. En Argentina, segun una investigacion, una de cada cinco
personas que inhalan cocaina esta infectada con el HIV, el virus de la hepatitis B, el de
la hepatitis C o sifilis. EI uso compartido de canutos o pipas para inhalar clorhidrato de
cocaina, crack o pasta base puede ser un vehiculo para la transmision del virus del
sida y de la hepatitis C, ya que las mucosas de la nariz pueden sangrar. Una conducta
de riesgo asociada al consumo de drogas inhalables es el sexo inseguro. Algunas
personas bajo el efecto de las drogas, tienen mayor vulnerabilidad; a las relaciones

sexuales sin proteccidn que presentan un riesgo mayor de contagio (Arroyo,1999).
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4.3.3 Grupos de riesgo

Todas las personas tenemos en algun momento ciertos factores de riesgo asociados a
contraer la enfermedad que generalmente son circunstanciales o accidentales, sin
embargo, solo ciertos grupos tienen una mayor propensién a la posibilidad de contraer

la enfermedad como pueden ser:

e Todas las personas que recibieron una transfusién de sangre o hemoderivados o
un transplante de 6rgano, principalmente si fue antes del afio 1992.

e Trabajadores de las areas donde sea posible el contacto eventual o directo con
sangre, como enfermeras, médicos, paramédicos, dentistas, bioquimicos, etc.

e Personas que tengan signos o sintomas de la enfermedad, por ejemplo enzimas
ASAT y ALAT por encima de lo normal.

e Pacientes que se hacen o hicieron hemodialisis, hemofilicos.

e Personas con tatuajes o perforaciones.

e Personas que se inyectaron o aspiraron drogas, aunque sea una sola vez en su
vida.

e Familiares de portadores de hepatitis C .

e Personas con multiples parejas sexuales o comportamientos sexuales de riesgo

(www.hepatitisc2000.com.ar).

4.4 TRATAMIENTO DE LA INFECCION POR VIRUS DE LA HEPATITIS C

4.4.1 Tratamiento de la hepatitis C cronica

La hepatitis C es la causa mas frecuente de hepatitis cronica en el mundo. Se calcula
que aproximadamente 5 millones de personas estan infectadas en la Unién Europea.
De ellas, aproximadamente un 70 por ciento presentan una hepatitis cronica y entre un

15 y un 20 por ciento una cirrosis hepatica. La hepatitis cronica C es de forma
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caracteristica, una enfermedad con escasa expresividad clinica, solo en estadios
avanzados pueden presentarse las manifestaciones propias de la enfermedad en

forma de descompensacion de la cirrosis 6 hepatocarcinoma.

El tratamiento de la hepatitis cronica C va dirigido a erradicar la infeccion virica y por lo
tanto a mejorar las lesiones hepaticas y a evitar la progresion de la enfermedad. Por lo
tanto, el tratamiento estaria indicado en aquellos pacientes que presentan
transaminasas elevadas, positividad de los anticuerpos anti-VHC y del RNA del VHC
en el suero y lesiones de hepatitis cronica en la biopsia hepatica. Son por lo tanto, los
pacientes que tienen mas riesgo de desarrollar una enfermedad hepatica progresiva y

evolucionar a una cirrosis hepatica (Ceredo,2000).

Durante la década pasada el unico farmaco disponible para el tratamiento de la
hepatitis cronica C era el interferdn alfa. Los resultados de la terapia con interferon alfa
eran pobres, de manera que sélo entre el 15-20 por ciento de los pacientes tratados
durante un afo negativizaban el RNA-VHC ¢ sea, presentaban una respuesta

virolégica mantenida.

Aproximadamente un 25 por ciento de los pacientes tratados respondian de forma
transitoria, recidivando la enfermedad al suspender el tratamiento y la mayoria, un 50
por ciento no respondian al tratamiento. La introduccion de ribavirina combinada con
interferon ha mejorado sustancialmente los resultados del tratamiento de la hepatitis
cronica C incrementando la respuesta virolégica sostenida y mas recientemente, la
introduccién de los interferones pegilados con una vida media mas prolongada y de
administraciéon semanal han conseguido que mas del 50 por ciento de los pacientes

tratados erradiquen la infeccion por virus de la hepatitis C (Gamboa,2000).

4.4.2 Tratamiento actual de la hepatitis C cronica

El tratamiento actual de la hepatitis crénica C es la combinacién de interferén pegilado
y ribavirina. La pegilacion es un proceso que consiste en la union de una sustancia

inerte, el polietilenglicol al interferon dando lugar a una molécula de mayor peso
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molecular. El interferon pegilado (Peginterferon) se caracteriza por tener una vida
media mas prolongada que el interferébn recombinante. La union de polietilenglicol a
proteinas es un método ya utilizado con otros farmacos para retrasar su aclaracion,

prolongar su actividad y en consecuencia, mejorar su eficacia (Rodés,1993).

El Peginterferon es un compuesto muy estable, y tras su administracion por via
subcutanea, se produce una liberacion rapida de interferén y un lento aclaramiento con
lo cual sus niveles son persistentes y mantenidos durante al menos 140 horas,
posteriormente de forma gradual se va eliminado. Esto contrasta con los picos
obtenidos con la administracion de interferén alfa por via subcutanea tres veces por
semana, que produce niveles elevados durante las primeras 12 horas con una ulterior
caida rapida en las siguientes 12 horas. Esta farmacocinética favorable permite la
administracion de Peginterferon una vez por semana, manteniendo su efecto durante
todo este periodo de tiempo. Ademas ofrece las ventajas de una mayor comodidad

para el paciente y un mejor cumplimiento del tratamiento.

Existen dos tipos de Peginterferon alfa: el Peginterferén alfa 2a y el alfa 2b. Los dos
poseen propiedades fisico-quimicas diferentes. En ambos casos, la molécula original
de interferon recombinante ha sido pegilada y el resultado ha sido la obtencion de un
producto que puede administrarse una vez por semana. El Peginterferon alfa 2b esta
formado por una molécula lineal de polietilenglicol unido a una molécula de interferén,
su configuracién es lineal y el peso molecular de 12 KDa. Alrededor del 50 por ciento
de las moléculas de Peg estan unidas a histidina 34. La vida media de absorcion es de
4-6 horas, la concentracidn maxima se alcanza entre 48-72 horas y se elimina a nivel
renal siendo la vida media de eliminacion de 40 horas. El Peginterferon alfa 2a esta
constituido por una molécula ramificada de polietilenglicol unidas mediante enlaces
covalentes a la lisina del interferdn alfa 2a, siendo el peso molecular medio de 40 KDa.
La vida media sérica del interferon alfa 2a unido al Peg se prolonga en 10 veces. La
dosis es distinta segun el tipo de interferon pegilado. El interferon alfa-2b se administra
segun el peso corporal siendo la dosis recomendada de 1.5 mcg/kg de peso por
semana mientras que la dosis de interferon pegilado alfa 2a es fija, de 180 mcg por

semana (Rodés,1993).
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La ribavirina se administra por via oral, dependiendo del peso corporal (1000 mg para
sujetos < 75 Kg y 1200 mg para sujetos de 75 Kg. La duracién del tratamiento
depende de una serie de factores predictivos de respuesta siendo el mas importante el
genotipo viral. A los pacientes infectados por genotipo 1 se recomienda tratarlos
durante 48 semanas mientras que aquellos infectados por genotipo 2 y 3 durante 24
semanas. Los pacientes infectados por otros genotipos, 4, 5, 6 o no tipificables no
existe todavia suficiente informacion, por lo que se recomienda tratarlos durante 48
semanas como si estuvieran infectados por genotipo 1. Tanto el interferon como la
ribavirina son dos medicamentos que trabajan en conjunto, las monoterapias con

cualquiera de estas dos drogas no han resultado eficaces (Abdo,2003).

Se ha demostrado un incremento significativo con respuesta global de casi 50%. En
casos de infeccidén por virus C, con genotipo 1, 3 0 4 la eficacia puede ser de hasta
80% Cuando el genotipo es de la variedad 1, el tratamiento debe durar 12 meses.
Cuando el genotipo es 2, 3 y 4 el tratamiento puede ser de s6lo 6 meses. Se considera
que todos los pacientes deben continuar con sus visitas médicas de por vida. A los 6
meses de haber suspendido el tratamiento debe repetirse la medicion de la carga viral
con el fin de certificar que se ha logrado una erradicacién sostenida o definitiva del
virus C (Arroyo,1999).

En pacientes "naive" (no tratados previamente), el tratamiento combinado con
interferon pegilado y ribavirina consigue una respuesta virolégica sostenida global del
55%, independientemente del tipo de interferon pegilado utilizado. Los pacientes con
infeccion por genotipo 1 presentan una respuesta viroldgica sostenida de
aproximadamente el 40% y los pacientes con infeccion por genotipo 2 6 3, la respuesta
es del 80%. Otros factores como la carga viral, el género, la edad del paciente, el peso

corporal y el grado de lesion histolégica juegan un papel menos importante.

Las indicaciones de tratamiento de la hepatitis cronica C en nuestro pais son
basicamente dos, primero, los pacientes con hepatitis crénica activa o cirrosis hepatica
con transaminasas elevadas no tratados previamente con interferéon, y los pacientes
con hepatitis cronica C con respuesta y recidiva después del tratamiento con interferén.

En los pacientes no respondedores a un tratamiento previo con interferén, el
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tratamiento combinado no esta aprobado (Arroyo,2001).

El tratamiento no esta indicado en pacientes con valores persistentemente normales de
transaminasas y hepatitis cronica C y ni tampoco en los pacientes con cirrosis hepatica
descompensada 6 alteraciones de los parametros de sintesis hepatica. Antes de iniciar
el tratamiento se requiere que los valores de hemoglobina sean superiores a 12 gr/dl

para las mujeres y 13 gr/dl para los varones, el recuento de leucocitos superior a

3,000/mm3, el numero de neutrofilos superior a 1,500 y valores de plaquetas

superiores 80,000/mm3. Es importante seleccionar para el tratamiento a los pacientes
con enfermedad hepatica compensada. Es importante que tanto las mujeres como los

varones no conciban hijos durante el tiempo de tratamiento y 6 meses después.

El tratamiento esta contraindicado en pacientes con indicios de enfermedad hepatica
avanzada, ascitis, varices esofagicas 6 encefalopatia hepatica, también en pacientes
con enfermedad siquiatrica previa, especialmente depresion moderada o antecedentes
de trastornos psiquiatrico, ideas suicidas o intentos previos de suicidio, trastornos
convulsivos o crisis epilépticas, antecedentes de cardiopatia isquémica o enfermedad
cardiovascular importante y en pacientes con enfermedades de origen inmunoldgico
como la hepatitis autoinmune, el lupus eritematoso sistémico, la artritis reumatoide, etc.
El tratamiento en sujetos de mas de 65 afios no esta ensayado ampliamente y no se
dispone de resultados de eficacia aunque probablemente ésta sea inferior que en los

sujetos de menor edad (Bacon,2000).

La respuesta al tratamiento se define atendiendo a criterios bioquimicos (normalizacion
de las transaminasas), criterios viroldgicos (negativizacion del RNA-VHC) y criterios
histolégicos (mejoria en el indice de actividad inflamatorio hepatico). La manifestacién
mas utilizada es la virologica y debe medirse al final del tratamiento y posteriormente a
los 6 meses de acabarlo, lo que se conoce como respuesta virolégica sostenida. Se
sabe que en los pacientes que presentan un dicho resultado, éste es duradero mas de

10 anos como minimo (Arroyo,2001).

4.4.2.1 Factores predictivos de respuesta
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Existen una serie de factores predictivos de respuesta al tratamiento que pueden
dividirse en dos apartados: factores predictivos basales y factores predictivos durante

el tratamiento.

Dentro de los factores basales, el mas importante es el genotipo viral. Los pacientes
con genotipo 1 presentan una respuesta mas baja al tratamiento, de alrededor del 40%
utilizando peginterferdn y ribavirina durante 48 semanas mientras que en los pacientes
con infeccion por genotipo 2 6 3, la respuesta al tratamiento combinado durante 24 6
48 semanas es la misma, de aproximadamente 80%. Ademas, en los pacientes
infectados por genotipo 2 6 3, se puede utilizar una dosis de ribavirina mas baja de 800
mg al dia, dado que estos pacientes responden de forma similar tanto si se utilizan
dosis de 1000 a 1200 mg 6 800 mg de ribavirina, por lo que se aconseja tratarlos con
800 mg.

En los pacientes infectados por genotipo 1, especialmente si presentan una elevada
carga viral, la respuesta viroldgica sostenida es inferior y deben ser tratados durante 48
semanas con dosis de ribavirina ajustadas al peso corporal. Otros factores basales
capaces de predecir la respuesta sostenida son la carga viral, el grado de lesion

histoldgica, el género y el peso corporal (Bacon,2000).

La cuantificaciéon del RNA se realiza mediante técnicas de PCR, la mayoria de ellas
comerciales. Se ha observado que aquellos pacientes con cargas virales superiores a
2,000,000 copias/ml u 800.000 Ul/ml presentan una peor respuesta al tratamiento que
aquellos con cargas virales mas bajas. El problema principal de la cuantificacion del
RNA-VHC reside en las técnicas para su determinacion que no estan todavia bien
estandarizadas y ofrecen resultados distintos, incluso en unidades diferentes
dependiendo de la prueba, lo que dificulta la comparacion e interpretacion de los
resultados. Es importante estandarizar estas determinaciones para su uso clinico
(Arroyo,1999).

Los pacientes con lesiones de cirrosis hepatica también presentan un porcentaje mas
bajo de respuesta virolégica sostenida. Otros factores relacionados con la respuesta

son el género, las mujeres responden mejor que los varones, los pacientes con bajo
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peso corporal también presentan un porcentaje mas elevado de respuesta sostenida

asi como aquellos pacientes con una menor duracién de la infeccion.

Durante el tratamiento, los factores predictivos de respuesta son la negativizacion
precoz 6 la caida rapida de las concentraciones del RNA-VHC y la adherencia 6
cumplimiento del tratamiento. La mayoria de los pacientes que consiguen una
respuesta sostenida al tratamiento combinado normalizan las transaminasas y
negativizan el RNA-VHC durante las primeras 24 semanas. Mas recientemente se ha
comprobado que la caida en las concentraciones de RNA-VHC de mas de 2 logaritmos
durante las primeras 12 semanas de tratamiento es un factor predictivo de respuesta
virolégica sostenida, especialmente para los pacientes mas dificiles de tratar, los

infectados por genotipo 1(Rodés,1993).

El valor predictivo negativo de esta determinacion es del 100%, es decir aquellos
pacientes que no alcancen una caida en las concentraciones del RNA-VHC superiores
a 2 logaritmos durante las 12 primeras semanas del tratamiento dificiimente van a
presentar una respuesta viroldgica sostenida. Por ello se recomienda a estos pacientes
suspender el tratamiento. El valor predictivo positivo de la determinacién del RNA-VHC
a las 12 semanas de tratamiento es inferior, alrededor del 80%, ello significa que
algunos enfermos a pesar de negativizar rapidamente el RNA-VHC no van a presentar

una respuesta virolégica sostenida (Abdo,2003).

Otro factor importante durante el tratamiento y asociado a la respuesta virolégica
sostenida es el cumplimiento del mismo. La realizacion y cumplimiento del tratamiento
es en ocasiones dificil debido a los efectos adversos o a la mala tolerancia de ambos
farmacos, y a menudo es necesario reducir las dosis de los farmacos 6 mas raramente
suspender el tratamiento. Es conveniente explicar al paciente la importancia del
cumplimiento del tratamiento, ya que se ha observado que el porcentaje de respuesta
virolégica sostenida se incrementa en mas del 10% en aquellos enfermos que son
capaces de recibir mas del 80% de las dosis de peginterferon y ribavirina durante mas
del 80% del tiempo de tratamiento. Esto es especialmente importante en los pacientes

infectados por genotipo 1.
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En los pacientes que presentan una respuesta viroldgica sostenida, esta se mantiene
durante un largo periodo de tiempo superior a 10 afios como se comprueba en los
estudios de seguimiento prolongado y probablemente la persistencia de la respuesta

viroldgica e histologica supone la curacidon de la enfermedad (Arroyo,2001).

4.4.2.2 Monitorizacion y efectos adversos del tratamiento

Antes de iniciar el tratamiento debe de realizarse una historia clinica exhaustiva, y una
analitica general que incluyan autoanticuerpos, anticuerpos contra VIH, TSH y prueba
de embarazo. Ademas debe valorase si existen contraindicaciones para recibir el
tratamiento. Las principales contraindicaciones al interferon son la existencia de una
enfermedad depresiva o0 neurologica, la leucopenia, la plaquetopenia, el

hipertiroidismo, las enfermedades autoinmunes y el trasplante renal (Bacon,2000).

La necesidad de disponer de una biopsia hepatica previa al tratamiento es un tema
controvertido. En general, no solo permite conocer el grado de lesion histologica sino
que también ayuda a establecer el prondstico de la enfermedad. Los pacientes con
lesiones de cirrosis hepatica son los que presentan una peor respuesta al tratamiento.
Ademas, la biopsia hepatica permite el diagnostico de enfermedades poco frecuentes

que pueden asociarse a la hepatitis cronica C como por ejemplo la hemocromatosis.

También se recomienda antes de iniciar el tratamiento, la determinacion del genotipo
del VHC y el nivel de viremia, ya que son datos que proporcionan informacion sobre las
posibilidades de respuesta al tratamiento y permiten seleccionar a los mejores

candidatos y elegir la pauta terapéutica mas eficaz en cada situacion (Ceredo,2000).

4.4 2.3 Control de tratamiento

Durante el tratamiento se recomienda repetir las determinaciones de TSH cada 3-6

meses, ya que el interferon puede desencadenar alteraciones tiroideas. Ademas, de
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los controles de funcién hepatica se deben realizar hemograma a las 4 semanas del
inicio de tratamiento y después cada 6 semanas. Los efectos adversos del tratamiento
son los caracteristicos del interferon. Algunos son muy frecuentes y aparecen al inicio
del tratamiento como la fiebre, la fatiga, el cansancio, la astenia, la irritabilidad, los

cambios de caracter, el insomnio y la caida del cabello.

Mas raramente y durante el tratamiento pueden detectarse datos analiticos de
supresion de la médula 6sea (leucopenia y plaquetopenia) y problemas
neurosiquiatricos (depresion, irritabilidad). Alrededor de un 15% de los pacientes
precisan una reduccion en la dosis de peginterferon como consecuencia de los efectos
adversos y en aproximadamente en el 5% es necesario interrumpir el tratamiento.
Otros efectos adversos muy poco frecuentes son las alteraciones tiroideas, hipo o
hipertiroidismo, lesiones cutaneas como el liquen plano, crisis convulsivas, la

retinopatia y la fibrosis pulmonar (Arroyo,1999).

Los efectos adversos de la ribavirina son el desarrollo de una anemia hemolitica, la
genotoxicidad (por lo que se recomienda utilizar medidas contraceptivas tanto en
varones como en mujeres), y otros efectos menos frecuentes como el prurito, el rash
cutaneo y la tos. Es frecuente con el interferon pegilado, la aparicion de reacciones
locales en el lugar de su administracion, que suelen desaparecer a los pocos dias de la
inyeccion, por lo que se aconseja ir cambiando el lugar de la administracion
(Bacdn,2000).

4.4.2.4 Pacientes no respondedores al tratamiento

No existe ninguna alternativa terapéutica eficaz para estos pacientes. En los pacientes
previamente no respondedores al interferon pueden ser re-tratados con interferén y
ribavirina siendo la tasa de respuesta viroldgica entre el 15 y el 20%. En los pacientes
no respondedores al tratamiento combinado, no esta indicada la asociacion de
peginterferén y ribavirina, ya que los resultados preliminares muestran una tasa de

respuesta muy baja (Ceredo,2000).
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4.4.2.5 Pacientes con recidiva tras monoterapia con interferén

En los pacientes con recidiva tras tratamiento con interferon, la terapéutica combinada
ofrece resultados excelentes. El método combinado durante 6 meses en los pacientes
con respuesta transitoria proporciona una respuesta sostenida del 50% y su

prolongacion hasta un afio incrementa la respuesta hasta el 72 % (Arroyo,1999).

4.4.2.6 Tratamiento en otras situaciones de infeccion por el VHC

La eficacia y seguridad del terapéutica combinada esta estudiandose en pacientes
pediatricos. El tratamiento no esta indicado en los pacientes con valores
persistentemente normales de transaminasas debido a que la enfermedad progresa
mas lentamente. En los pacientes con cirrosis hepatica compensada, el régimen
combinado proporciona resultados discretamente inferiores a los observados en los
pacientes con hepatitis cronica C. En pacientes con cirrosis descompensada, la
experiencia es escasa debido a que en la mayoria de los casos esta contraindicado y/6

la tolerancia es muy mala.

En los pacientes con manifestaciones extrahepaticas del VHC como crioglobulinemia,
vasculitis, glomerulonefritis, pueden mejorar con el uso de interferén, especialmente, si
estan relacionadas con el depdsito de inmunocomplejos. Los pacientes
inmunosuprimidos con hepatitis cronica por VHC presentan una progresién mas rapida

de la enfermedad hepatica.

En los pacientes con infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana con
inmunidad celular conservada, el tratamiento con interferon y ribavirina proporciona
una tasa de respuesta inferior a la observada en los pacientes no coinfectados.
Ademas puede producirse hepatotoxocidad especialmente al combinar la ribavirina con
otros analogos de los nucledtidos, por lo que deben monitorizarse estrictamente. En los
pacientes transplantados hepaticos, la reactivacion de la infeccion por VHC puede ser

tratada aunque los resultados son limitados y la toxicidad del método es elevada
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(Bacon,2000).

4.4.3 Futuro de la terapia de la infeccion de hepatitis C

No se dispone de una vacuna especifica eficaz que ayude a prevenir o erradicar la
enfermedad. Tampoco se ha demostrado la eficacia de la inmunoglobulina estandar en
la prevencion de la hepatitis C postransfusional o la tras puncién accidental. El control
de la hepatitis C pasa por la prevencién primaria y secundaria de la enfermedad y por

el tratamiento en los casos indicados.

Existen distintos grupos de pacientes con hepatitis C que no pueden beneficiarse de de
las terapias, ya sea por que esta contraindicado como en los pacientes con cirrosis
descompensada, 6 por que su eficacia es muy baja, como en los pacientes
trasplantados hepaticos. Existen todavia algunas preguntas sin contestar como son la
dosis Optima de peginterferdn, la importancia de las dosis de interferén pegilado y
ribavirina ajustadas al peso corporal en la respuesta virologica sostenida, etc. Para los
pacientes no respondedores al tratamiento combinado todavia no existen alternativas
terapéuticas eficaces. Finalmente se necesitan nuevos tratamiento mas eficaces, mejor
tolerados y de costo mas asequible para los pacientes con hepatitis cronica C
(Arroyo,2001).

La ausencia de un cultivo celular para el virus de la hepatitis C ha dificultado
enormemente el desarrollo de nuevos farmacos antivirales. Recientemente se ha

podido construir mediante técnicas de biologia molecular un replicon del VHC.

Un replicon es la minima estructura genética del virus capaz de replicarse por si misma
en las células del huésped. El replicén del VHC construido abarca las regiones 5'y 3/,
distintas regiones que codifican proteinas no estructurales como la proteasa, helicasas
y la RNA polimerasa y una secuencia nucleétida que codifica una proteina marcadora,
que se utiliza como indicador de replicacién viral. Este replicon permitird ensayar
distintos farmacos como los inhibidores de las proteasas y helicasas, inhibidores de la

RNA polimerasa y ribozimas (elmedicointeractivo.com).

104



El conocimiento de la estructura de NS3 de la helicasa, enzima que se encarga de la
separacion de los dimeros del RNA durante la replicacion viral, ha permitido disenar
inhibidores de la helicasa, que bloquean el proceso de la replicacion. También se ha
identificado la estructura cristalina tridimensional de la proteasa NS3, que sera de gran

utilidad para el disefio de inhibidores de la proteasa.

Por ultimo, los ribozimas y la utilizacion de sondas complementarias de los
oligonucleotidos de regiones con escasa variabilidad genética como las regiones 5'y 3'

podrian ser de gran utilidad para el desarrollo de nuevos farmacos.

Los nuevos farmacos para la hepatitis C deberian ser de facil y comoda administracion,
preferiblemente por via oral, sin efectos adversos, por lo tanto la monitorizacién del
tratamiento deberia poderla realizar cualquier médico y el costo razonable, por lo que

queda todavia un largo camino hasta conseguir estos objetivos (Bacon,2000).

4.4.3.1 Inhibidores de la proteasa en el tratamiento de la hepatitis C

Los inhibidores de la proteasa son medicamentos de usos oral , que de acuerdo a las
investigaciones hasta el momento demuestran que en 48 horas llevan el recuento de
virus en sangre a valores indetectables. Luego de suspendida la medicacion, el

recuento de virus vuelve a su estado inicial antes de ingerir el inhibidor.

Con el inhibidor BILN 2061 que ya ha sido probado en la Fase Il (en un numero
reducido de pacientes), ninguno presento efectos colaterales o adversos, este inhibidor
esta pronto a ser probado en la Fase Ill con un numero mayor de pacientes. Es
importante de destacar que los inhibidores controlan e inhiben la replicacion del virus,
pero no lo matan, se debe administrar junto con el interferén y la ribavirina, de esta
forma amplian enormemente las posibilidades de accion de esta combinacion 6
también en aquellas personas que no pueden realizar tratamientos, la administracion
permanente  del inhibidor evitara el aumento del dafio hepatico

(elmedicointeractivo.com).
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4.4.3.2 Acido Ursodesoxicolico

El acido ursodesoxicélico (UCDA) es un acido de la bilis altamente hidrofilico, que
disuelve el colesterol y la grasa en los intestinos, y cuenta con factores inmuno
moduladores. Es una droga aprobada que puede limitar el dafio al higado y el efecto
del VHC. Estudios clinicos muestran que el UCDA solo, no reduce significativamente
las sumas de carga viral. Estudios adicionales orientan que la terapia combinada de
UCDA, interferon y ribavirina puede incrementar la mas pronta respuesta al
tratamiento. Sin embargo, la combinacion no dio resultado en relacion con una
respuesta negativa a largo plazo, pero es efectiva al reducir el riesgo de recaida
después de la monoterapia con interferon. Se ha averiguado que el UCDA, cuando se
aplica durante 12 meses, resulta beneficioso para pacientes con hepatitis C crénica

con rasgos autoinmunes (Bacon,2000).

Pruebas en 170 pacientes de mas de 6 meses indicaron que la combinacion de acido
ursodesoxicolico (600 mg/dia) y glicirricina es segura y efectiva y mejora los niveles
ALT. Esta combinacién puede ser una alternativa al interferon en la infeccién por

hepatitis C cronica, especialmente en pacientes inestables o resistentes al interferdn.

Alrededor de un 40% de las personas que necesitan un trasplante hepatico estan
infectadas con el virus de la hepatitis C (VHC), segun datos estadounidenses. La
infeccion, lejos de solventarse por el trasplante, puede volver a afectar al nuevo érgano
en un periodo de tiempo que varia segun el caso. Entender la progresion del VHC tras
un trasplante ha sido el centro de diversos estudios, enfocados en el analisis de las
causas, razones y la utilidad de los farmacos disponibles

(www.elmedicointeractivo.com).
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5.0 CONCLUSIONES

Todas las afecciones hepaticas tienen un impacto negativo en la calidad de vida del

paciente enfermo.

Las hepatitis virales tienen un papel importante en las hepatopatias hasta ahora
conocidas a nivel mundial. El estudio y la informacién de algunas de éstas hepatitis,
han ayudado de forma considerable en la prevencién y tratamiento, y con esto a una

disminucion de la mortalidad en muchas regiones.

En la actualidad la hepatitis viral tipo C, ha tenido una alta incidencia a nivel mundial,
se considera que el 3 % de la poblacion ésta infectada, y es considerada como la

primera causa de hepatopatia cronica en el mundo occidental.

La forma mas comun de transmisién en los paises desarrollados es por via parenteral,
siendo el grupo de mayor riesgo los usuarios de drogas por via intravenosa, es raro el
contagio por transfusion sanguinea, ya que existe un especial cuidado en el manejo
de la sangre y sus derivados, el riesgo de contagio por via sexual es bajo, sin

embargo, hay un alto porcentaje de hepatitis cronica de origen desconocido.

Al ser muy poca la sintomatologia que se presenta, no es facil el diagnostico de ésta
enfermedad, ya que es fundamentalmente seroldgico, basado en la deteccion de las
elevaciones de las transaminasas hepaticas y de los anticuerpos anti-VHC, aunque lo
mas confiable es la deteccion del RNA viral, y para éste se aplican técnicas
especializadas de biologia molecular, que no estan disponibles en todos los

hospitales y laboratorios clinicos.

Desafortunadamente al ser escasa la informacion actual, integrada y dirigida a toda la
poblacion, de los aspectos importantes de la enfermedad, como es la forma de
transmision, sintomas caracteristicos y prevencion se dificulta la disminucion de la
incidencia y con ello la mortalidad que genera ésta a nivel mundial, ya que la que se

encuentra en algunos sitios electronicos no es del todo confiable.

105



Para disminuir el riesgo de infeccion y evitar el contagio es importante adoptar una
cultura total de la prevencion y esto se hace por medio de la informacion, ya que hasta
ahora no se ha encontrado una vacuna eficaz y ningun medicamento capaz de

erradicar definitivamente el virus.

Al no tener informacion basica, disponible y confiable, para poder implementar
medidas de prevencion a la poblacion, el presente trabajo tuvo la finalidad de mostrar
informacioén confiable y actual para ofrecer un panorama amplio de la enfermedad y
de ésta manera contribuir a la prevencion y con ello disminuir la incidencia en la

poblacion mexicana.
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